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Previous studies promoted molecular and histological investigations on the resistance locus
Rpv10 originating from the Asian wild species Vitis amurensis. By sequencing the two haplo-
types of the Rpv10 locus of the cultivar ’Solaris’ some candidate genes were characterized by
bioinformatic tools, isolated by ampliﬁcation with speciﬁc primers and transformed into suscep-
tible grapevines grown in vitro (Dudenhöﬀer and Zyprian, unpubliziert).
Microscopic studies on a Rpv10 carrying cultivar and diﬀerent reference varieties (a suscep-
tible genotype, Rpv3.3 carriers and genotypes with Rpv10/Rpv3.3) provided important infor-
mation on the resistance mechanism at diﬀerent time points after inoculation. At seven days
post-inoculation strong diﬀerences between the diﬀerent genotypes became obvious. These can
already be recognized macroscopically at this time. Microscopic diﬀerences appear already after
four days at the growth of the mycelium within the mesophyll. For objective evaluation of the
microscopic images after seven days, the software WinRhizo was used to calculate the area of
mycelium growth within the mesophyll.
RNA-Seq studies on a homozygous (Rpv10/Rpv10), a heterozygous (Rpv10/Rpv3.3) and suscep-
tible reference genotypes provided useful insights. The number of induced genes in the diﬀerent
genotypes was evaluated and classiﬁed according to GO terms that are important for pathogen-
plant interaction. As expected, the highest number of induced genes could be detected in the
heterozygous genotype. The susceptible genotype is the taillight in all analyses performed. Fur-
thermore, two important gene clusters for the diﬀerent genotypes could be described on chro-
mosome 16. The ﬁrst gene cluster is a PAL cluster (15 genes) which is known to code for the
entry of metabolic pathways leading to secondary metabolites when plant cells are damaged.
The second gene cluster is an STS cluster (35 genes). The genes in this cluster encodes for
enzymes producing secondary metabolites, more precisely phytoalexins. These are activated by
PAL. They are described in many literature sources as defensive substances against bacteria,
fungi, viruses and insects. In this STS cluster it could be shown that 27 STS genes are strongly
upregulated in the heterozygous genotype. In the susceptible genotype, however, only seven ge-
nes were upregulated.
For the validation of the RNA-Seq analysis, qRT-PCR was performed on selected genes encoding
transcription factors. In addition the amount of stilbenes was analysed at certain times (0 hpi,
24 hpi, 48 hpi and 72 hpi). Three diﬀerent genotypes (’Solaris’, ’Sibera’ and ’Müller-Thurgau’)
were used for qRT-PCR. The stilbene analyses were performed with identical genotypes as se-




Durch vorangegangen Studien entstanden weiterführende Fragestellungen an dem ursprünglich
die aus der asiatischen Wildspezies Vitis amurensis stammenden Resistenzlokus (Rpv10-Lokus)
bearbeitet wurden. Die Sequenzierung der beiden Haplotypen des Rpv10-Lokus der Sorte ’Sola-
ris’ ergab eine Auswahl von Kandidatengenen. Diese wurden zunächst bioinformatisch charak-
terisiert, im Anschluss durch speziﬁsche Primer erfolgreich ampliﬁziert und in anfällige Reben
in vitro transformiert.
Durch mikroskopische Studien an Rpv10-Trägern und verschiedenen Vergleichssorten (ein an-
fälliger Genotyp, ein Rpv3.3-Träger und Genotypen mit Rpv10/Rpv3.3) wurden zu unterschied-
lichen Zeitpunkten nach experimenteller Inokulation wichtige Informationen zum Resistenzme-
chanismus erarbeitet. Hier zeigen sich nach sieben Tag post Inokulation deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Genotypen. Diese sind zu diesem Zeitpunkt bereits makroskopisch
zu erkennen. Mikroskopische Unterschiede zeigen sich bereits nach vier Tagen am Wachstum des
Mycels innerhalb des Mesophylls. Für die objektive Bewertung der mikroskopischen Aufnahmen
nach sieben Tagen wurde die Software WinRhizo genutzt, um die Fläche des Myzels im Meso-
phyll zu berechnen.
Durch RNA-Seq-Studien an einem homozygoten (Rpv10/Rpv10), einem heterozygoten (Rpv10/Rpv3.3)
und anfälligen Referenzgenotypen konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. Hier wurde
die Anzahl der induzierten Gene in den verschiedenen Genotypen ausgewertet und nach, für
die Pathogen-Pﬂanze-Interaktion wichtigen, GO-Termen eingeteilt. Erwartungsgemäß wurde die
höchste Anzahl an induzierten Genen in dem heterozygoten Genotypen nachgewiesen. Der an-
fällige Genotyp bildet in allen durchgeführten Analysen das Schlusslicht. Weiterhin konnten
auf Chromosom 16 zwei wichtige Gen-Cluster für die Wirt-Pathogen-Interaktion beschrieben
werden. Bei dem ersten Gen-Cluster handelt es sich um ein PAL-Cluster (15 Gene) dessen
Genprodukte dafür bekannt sind, bei Beschädigung der Pﬂanzenzellen Sekundärmetabolite zu
induzieren. Das zweite ist ein STS-Cluster (35 Gene). Die darin beﬁndlichen Gene führen zur
Synthese von Sekundärmetaboliten, genauer zu den Phytoalexinen. Sie werden in vielen Litera-
turquellen als Abwehrstoﬀe gegen Bakterien, Pilze, Viren und Insekten beschrieben. In diesem
STS-Cluster konnte gezeigt werden, dass bei Inokulation im heterozygoten Genotypen 27 STS-
Gene stark hochreguliert werden. Im anfälligen Genotypen wurden dagegen nur sieben Gene
hochreguliert.
Für die Validierung der RNA-Seq-Analyse wurde eine qRT-PCR an ausgewählten Genen für
Transkriptionsfaktoren so wie eine Stilben-Analyse zu bestimmten Zeitpunkten (0 hpi, 24 hpi,
48 hpi und 72 hpi) durchgeführt. Für die qRT-PCR wurden drei verschiedene Genotypen (’Sola-
ris’, ’Sibera’ und ’Müller-Thurgau’) verwendet. Die Stilben-Analysen wurden mit den identischen
Genotypen wie die durch Mikroskopie untersucht ausgewählt. Beide Validierungsmethoden be-
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1 Einleitung
1.1 Die Weinrebe
Die in Europa imWeinbau genutzte Art ist die europäische Kulturrebe Vitis vinifera ssp. vinifera
(This et al., 2006). Sie hat während des Verlaufs ihrer Domestikation größere Beeren hervor
gebracht, die zudem einen höheren Zuckergehalt besitzen. Darüber hinaus fand ein Geschlechts-
wandel von zweihäusig (Wildrebarten) zu hermaphrodit statt (Myles et al., 2011; Zhou et al.,
2017). Die ersten Anfänge des Weinbaus in Europa, hier vor allem in Frankreich und Deutsch-
land, fanden ca. 700 bis 600 v.Chr. statt. Mittlerweile wird die Weinproduktion auf weltweit
269 Mio. hl geschätzt, die auf einer weltweiten Anbauﬂäche von 7,54 Mio ha angebaut werden
(http://www.oiv.int/ stand 2019).
1.1.1 Bedeutende Pathogene der Weinrebe
Mit den neuen Handelsaktivitäten zwischen Europa und Amerika seit Mitte des 19. Jahrhunderts
wurden versehentlich auch Schaderreger nach Europa importiert (Campbell, 2004; Gessler et al.,
2011; Mohr and Herrmann, 2005; Muller and Sleumer, 1934; Agrios, 2005). Zu diesen gehören
unter anderem der Erreger des Echten Mehltaus (Erysiphe necator), die Reblaus (Daktulosphaïra
vitifoliae) und der Erreger des Falschen Mehltaus (Plasmopara viticola). Diese Pathogene hatten
katastrophale Folgen für den Weinbau. Dabei kam es jährlich zu extrem hohen Ernteausfällen,
die bei unzureichender Behandlung mit Pﬂanzenschutzmitteln weiterhin auftreten (Wilcox et al.,
2015; Berkeley, 1847).
1.1.2 Plasmopara viticola, der Erreger des Falschen Mehltaus der
Weinrebe
Plasmopara viticola ((Berk. & Curt.) Berl. & de Toni) wurde das erste Mal 1878 in Europa
beschrieben. Bei P. viticola handelt es sich um einen obligat biotrophen Oomyceten, der über
die Stomata des grünen Gewebes die Rebe befällt (Kassemeyer et al., 2015; Fawke et al., 2015).
Die Ausbreitung in Europa löste eine Epidemie aus. Bereits wenige Jahre nach dem Erstbe-
fall in Südfrankreich waren nahezu alle Weinanbaugebiete Europas sowie des Mittelmeerraumes
betroﬀen. Grund für diese schnelle Ausbreitung in Europa ist der genetische Hintergrund der
angebauten Kulturreben. Die hier heimische Vitis Species V. vinifera besitzt eine hohe Anfällig-
keit gegenüber einer Vielzahl von Schaderregern. Bis heute sind jährlich hohe Ertragseinbußen,
unter anderem durch P. viticola zu verzeichnen.
Das Schadbild (Abb.: 1.1) des Erregers ist gekennzeichnet durch typische „Ölﬂecken“ auf der
Oberseite der Blätter, die durch den Abbau des Chlorophylls und die veränderte Lichtbrechung
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durch Myzel im Mesophyll hervorgerufen werden (Schönbeck et al., 1979). An der Unterseite der
befallenen Blätter bildet sich ein weißlicher Rasen aus Sporangiophoren, die aus den Stomata
wachsen und so durch neu gebildete Sporangien neue Infektionen hervor rufen. Die größten wirt-
schaftlichen Probleme entstehen jedoch durch den Befall von Gescheinen oder jungen Beeren.
Dieser Befall verhindert das Wachstum oder die Ausreifung der Beeren.
Abbildung 1.1: (A) Blattoberseite mit den typischen Anzeichen einer P. viticola-Infektion („Öl-
ﬂecken“). (B) Befallene Blüte aus der bereits Sporangiophoren heraus wachsen.
(C, D) Junge befallene Beeren im Feld (C) und als Nahaufnahme unter dem
Stereomikroskop (D). (E, F) Fortgeschrittener Befall von Beeren, der durch das
komplette Austrocknen derselben zum Ernteverlust führt.
Lebenszyklus von P. viticola
Der Lebenszyklus (Abb.: 1.1.2) von P. viticola, ein heterothallischer Oomycet, ist von zwei Fort-
pﬂanzungszyklen geprägt (Wong et al., 2001). Innerhalb des sexuellen Fortpﬂanzungszyklusses
kommt es zur Bildung von Oosporen, die durch die Fusion von Gameten des heterothallischen
Myzels entstehen (Schruft et al., 2013). Dieser Abschnitt beginnt im August bis September,
wenn die Temperaturen unter 12◦C sinken. Bisher ist noch nicht vollständig geklärt, wie die
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Oosporen überwintern. Eine Vermutung ist, dass sie von den Blättern abfallen und im Boden
bis zum Frühjahr verbleiben. Eine andere Meinung sagt aus, sie blieben an inﬁzierten, nicht
aus den Drahtrahmen entfernten Beeren oder Blättern zurück (Ellis, 2008). Es gibt aber auch
Spekulationen über ein Überwintern in den Knospen. Dieses Verhalten ist bereits von anderen
Pathogenen bekannt (z.B. Erysiphe necator) (Rügner et al., 2002; Rumbolz and Gubler, 2005;
Hajjeh et al., 2008). Für all diese Behauptungen existieren jedoch keine klaren Beweise.
Im Frühjahr keimen die Oosporen aus und bilden Makrosporangien, welche die Zoosporen bein-
halten. Diese lösen die Primärinfektion im Jahr aus, in dem die Zoosporen durch Spritzwasser
an die Blattunterseite gelangen (Vercesi et al., 1999). Im Anschluss daran beginnt der asexu-
elle Lebenszyklus, der sich mehrere Male im Jahr wiederholt. Die freigegebenen Zoosporen der
Primärinfektion gelangen durch ihre biﬂagellate (laterale) Begeißelung zu den Stomata und pe-
netrieren diese, nach Abwerfen der Geißeln und Enzystieren, durch eine Primärhyphe (Abb.:
1.3 A). Die Primärhyphe wächst im Inneren der Atemhöhle und verzweigt sich mehrfach. Dabei
bilden sich Haustorien aus, die über einen Penetrationpeg in die Zellen eingeführt werden und
so für eine Nährstoﬀversorgung des Pathogens sorgen (Enkerli et al., 1997). Im weiteren Infek-
tionsverlauf wachsen aus den Stomata Sporangiophoren (Abb.: 1.3 B), an deren Enden sich die
Sporangien (Abb.: 1.3 C) beﬁnden. Sie werden nach der Diﬀerenzierung durch das Luftplankton
und Spritzwasser bis zum nächsten Wirt weiter getragen und ein neuer Zyklus beginnt (Lafon
and Clerjeau, 1988; Schruft et al., 2013; Rossi et al., 2013).
4 1 Einleitung
Abbildung 1.2: Sexueller und asexueller Fortpﬂanzungszyklus. Der sexuelle Zyklus beginnt gegen
Ende des Jahres, wenn die Temperaturen sinken und vollendet sich im Frühjahr
mit einer Primärinfektion. Daran schließt sich der mehrmals im Jahr wiederkeh-
rende asexuelle Lebenszyklus an. ICP incubation period
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Abbildung 1.3: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen einer P. viticola Infektion.
(A) Zoospore an den Lippen eines Stoma, die mittels einer Penetrationshyphe
über das Stoma in das Innere der Pﬂanze eingedrungen ist. (B) erste Sporangio-
phoren beginnen, aus dem Inneren heraus zu wachsen. (C) stellt eine voll ent-
wickelte Sporangiophore dar, an deren Ende sich die Sporangien beﬁnden. Die
Aufnahmen sind in Zusammenarbeit mit dem Nano Imaging Lab der Universität
Basel (Swiss Nanoscience Institute - Evi Bieler und Markus Dirrenberger) 2018
entstanden.
1.1.3 Bekämpfungsstrategien gegen P. viticola
Eines der ersten beschriebenen Pﬂanzenschutzmittel (1885) gegen P. viticola ist Kupferkalk-
brühe (auch „Bordeauxbrühe“) (Muller and Sleumer, 1934). Die Kupferionen verhindern die
Keimung der Sporen. Um eine protektive Wirkung durch Kupferkalkbrühe zu erreichen, muss
eine vorbeugende Ausbringung des Mittels erfolgen. Ähnliche Formen des Mittels als Kupferoxi-
chlorid, Kupferoktanoat oder Kupferhydroxid, kommen heute noch im ökologischen Weinanbau
zur Anwendung (Berkelmann-Löhnertz et al., 2010; La Torre et al., 2011).
Im integrierten (nicht ökologischen) Weinbau (Deutschland) werden acht Wirkstoﬀgruppen in
einem Kombinationspräparat zur Vorbeugung von Resistenzbildung des Pathogens gegen Fungi-
zide eingesetzt. Es handelt sich dabei um Fungizide, bei denen empfohlen wird, Präparate einer
chemischen Wirkstoﬀklasse höchstens dreimal pro Saison anzuwenden (Staatliches Weinbauin-
stitut Freiburg, 2016).
1.2 Pathogen-Pfanze-Interaktion
Es existieren eine Vielzahl von Mikroorganismen, die auf Grund ihrer Pathogenität in der Lage
sind, Pﬂanzen zu befallen und diese zu schädigen. Diese Organismen können Pathogene und
Schaderreger aus den Gruppen der Bakterien, Viren, Pilze, Oomyceten, Nematoden und herbi-
voren Insekten sein (Heath, 1991; Agrios, 2005; Oh et al., 2006; Pieterse et al., 2012).
1.2.1 Pflanzliche Resistenz
Unter natürlichen Bedingungen ist die Großzahl der Pﬂanzen gegenüber den meisten potentiellen
Pathogenen immun (Bell, 1981). Diese Eigenschaft der Pﬂanzen bezeichnet man als Basisresis-
tenz oder auch Nicht-Wirtsresistenz (Heath, 2000; Prell and Day, 2001; Kamoun, 2001). Diese
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Form der Resistenz ist auf die mangelnde Eigenschaft der Pathogene zurück zu führen, die ersten
Abwehrbarrieren der Pﬂanzen zu überwinden. Für eine erfolgreiche Besiedelung der Wirtspﬂan-
zen fehlt es diesen Pathogenen an den notwendigen Pathogenitätsmerkmalen. Erst wenn ein
Durchbrechen der Basisresistenz durch ein Pathogen stattgefunden hat, kann es zur Besiede-
lung der Pﬂanze kommen (Thordal-Christensen, 2003). Ab diesem Moment wird die Pﬂanze als
Wirtspﬂanze bezeichnet. Diese Form der pﬂanzlichen Resistenz ist die bis heute am wenigsten
verstandene (Mysore and Ryu, 2004).
Die Basisresistenz besteht aus einem mehrschichtigen Aufbau des Abwehrsystems. Wichtige Bar-
rieren der Pﬂanzen sind hier die Behaarung, die Dicke der hydrophoben Wachsschicht, die Dicke
der Zellwand sowie Actin-Filamente des Cytoskeletts aber auch der Aufbau der Spaltöﬀnungen
(Kobayashi et al., 1997; Kortekamp and Zyprian, 1999; Jürges et al., 2009). Diese Arten der
Barriere werden als präformierte Resistenz bezeichnet (Ferreira et al., 2006).
Bei der induzierten Resistenz dagegen kommt es unter anderem zur allosterischen Aktivierung
bestimmter Enzyme. Dabei wird z.B. während des Penetrationsversuches des Pathogens Kallose
zwischen der Zellwand und der Plasmamembran der Pﬂanze eingelagert (Bradley et al., 1992;
Kauss et al., 1989; Messiaen et al., 1995). Weitere Eﬀekte der induzierten Abwehr sind die Einla-
gerung von Lignin oder Suberin in die Zellwand (Hammerschmidt et al., 1984; Hammerschmidt,
1984; Walter, 1992; Hammerschmidt, 1985; Kolattukudy, 1985). Aber auch die Akkumulation
reaktiver Sauerstoﬀspezies (ROS) zählt dazu. Dazu gehören verschiedene Radikale wie Hydroxid-
Radikale (OH-), Wasserstoﬀperoxid (H2O2) und Hyperoxid-Anionen (O2-), um die Wichtigsten
zu nennen (Scheel, 2002; Otte and Barz, 1996; Hammond-Kosack and Jones, 1996; Torres et al.,
2006; Torres, 2010). Sie werden auch als Superoxide bezeichnet und sind in der Zellmembran
lokalisiert, so das sie schnell am Reaktionsort wirken können. Dabei wirken sie entweder direkt
toxisch auf das Pathogen oder verstärken die pﬂanzliche Zellwand, indem eine Erhöhung der
Quervernetzung durch verschiedene Glykoproteine eingeleitet wird (Peng and Kuc, 1992; Lamb
and Dixon, 1997; Mittler, 2017). Die Superoxide sind sehr aggressiv und reaktionsfreudig. Eini-
ge von ihnen können zu einer irreversiblen Schädigung der Zellen führen. Die ROS sind an der
Entwicklung einer hypersensitiven Reaktion (HR) beteiligt. Dabei kommt es zu einem lokalem
Absterben der Pﬂanzenzellen die eingeleitet wird, um die Nährstoﬀversorgung des Pathogens
zu unterbinden (Govrin and Levine, 2000; Dangl et al., 1996). Neben diesem programmierten
Zelltod werden antimikrobielle Stoﬀe abgegeben. Diese hemmen die Ausbreitung des penetrie-
renden Pathogens und beschränken sein Wachstum (Jakobek and Lindgren, 1993; Greenberg,
1996; Dangl et al., 1996). Weiterhin gibt es bei der induzierten Resistenz PR-Proteine („pa-
thogenesis related“-Proteine), deren Gene transkriptionell aktiviert werden, sobald es zu einem
Pathogenbefall kommt. Von diesen Proteinen gibt es eine Menge verschiedener Untergruppen, die
unterschiedliche Aufgaben erfüllen, auch teilweise noch mit unbekannten Funktionen (Van Loon
and Van Strien, 1999; van Loon et al., 2006).
1.2.2 Pathogenerkennung
Die Erkennung des Pathogens ist eine Grundvoraussetzung für die Aktivierung der Abwehrre-
aktion durch die Pﬂanze. Verschiedene Induktoren, sogenannte Elicitoren, vermitteln die Erken-
nung und damit auch die Einleitung der Abwehr (Ebel and Scheel, 1997, 1992). Dabei können
unterschiedliche Elicitoren unterschieden werden (Eder and Cosio, 1994). Es wurden verschiedene
Oligosaccharide, Glykoproteine, Proteine und auch Fettsäuren als auslösende Faktoren beschrie-
ben (Parker et al., 1991; Sharp et al., 1984; Scholtens-Toma et al., 1989; Bostock et al., 1982;
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West, 1981). Diese wurden aus unterschiedlichen Pﬂanzenpathogenen isoliert und die funktionel-
le Eigenschaft, die Fähigkeit zum Auslösen einer pﬂanzlichen Abwehr, nachgewiesen (Ebel and
Scheel, 1997). Die verschiedenen Elicitoren besitzen meist hoch konservierte Erkennungssequen-
zen, die es dem pﬂanzlichen Immunsystem ermöglichen, die eindringenden Mikroorganismen zu
erkennen. Diese Strukturen werden auch als „pathogen-associated molecular pattern“ (PAMPs),
„microbe-associated molecular pattern“ (MAMPs) bezeichnet. Zusätzlich kann es zu Zellschä-
digung kommen welche ähnliche Signale senden. Diese werden auch als „damage-associated mo-
lecular pattern“ (DAMPs) bezeichnet (Jones and Dangl, 2006; Henry et al., 2012; Bittel and
Robatzek, 2007). Sie stehen am Anfang der Aktivierung des Immunsystems der Pﬂanzen und
zählen zur basalen Immunität. Die PAMPs und MAMPs können von membranständigen Re-
zeptoren, den „pattern recognition receptors“ (PRRs), erkannt werden und lösen im Anschluss
an eine Pathogenerkennung eine Signalkaskade aus (Kauss, 1989; Zipfel, 2008). Diese ruft ei-
ne Abwehrreaktion hervor („PAMP triggered immunity“ PTI (Jones and Dangl, 2006; Zipfel,
2008; Chisholm et al., 2006). Häuﬁg erfolgt innerhalb dieser Abwehrreaktion eine Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, die schnell eine Aktivierung von speziﬁschen Genen („pathogenesis
related“ genes - PR-Gene) erzielen oder die Wirkung dieser verstärken (Nuernberger and Lipka,
2005; Chisholm et al., 2006). Einige Pathogene umgehen diese Abwehr, indem sie z.B. Eﬀektoren
(Avr-Gene) in den Apoplast oder über die Haustorien in die Pﬂanzenzellen absondern. Dieser
Teil der Pﬂanzenabwehr wird als „eﬀector triggered susceptibility“ (ETS) bezeichnet. Dabei ist
die Pﬂanze gegenüber dem angreifenden Pathogen weiterhin anfällig und ein Eindringen kann
nicht gestoppt oder gehemmt werden (Speth et al., 2007; Xiang et al., 2008; Göhre and Robatzek,
2008). Einige Pﬂanzen können nun wiederum verschiedene R-Gene aktivieren. Am bekanntes-
ten sind die NBS-LRR-Gene („nucleotide binding sites - leucine rich repeats“) (Lee and Yeom,
2015; Sekhwal et al., 2015; Zipfel, 2008). Sie erkennen speziﬁsche Eﬀektoren des Pathogens und
leiten damit die „eﬀector triggered immunity“ (ETI) ein. In diesem Fall ist die Pﬂanze resistent
gegenüber dem angreifenden Pathogen (Jones and Dangl, 2006; Chisholm et al., 2006).
1.2.3 Pflanzliche Sekundärmetabolite - Stressmetabolite
Wie bereits erwähnt gibt es eine Reihe von Mechanismen, durch die sich Pﬂanzen vor Patho-
genangriﬀen schützen können. Eine weitere wichtige Rolle innerhalb der induzierten Resistenz
spielen die Phytoalexine, die unter anderem auch durch den Angriﬀ verschiedener Mikroorganis-
men direkt nach der Infektion induziert werden. Zu den Phytoalexinen zählen Sekundärstoﬀe,
die im Fall eines mikrobiellen Befalls die Ausbreitung und das Wachstum (oder die Vermehrung)
des Pathogens in den Pﬂanzen hemmen oder verhindern. Diese niedermolekularen Substanzen
wirken nur lokal an der Stelle des Befalls und sind im gesunden Gewebe in der Regel nicht nach-
weisbar. Sie sind frühestens 24 Stunden nach der Infektion im pﬂanzlichen Gewebe detektierbar
und erreichen ihre maximale Konzentration nach ca. drei Tagen. Danach sinkt die Konzentration
wieder ab (Bennett and Wallsgrove, 1994; Templeton and Lamb, 1988).
Eine wichtige Gruppe von Phytoalexinen bilden die Stilbene. Sie wurden bereits in verschiedenen
Studien in Zusammenhang mit Pathogenabwehr gebracht (Schnee et al., 2008; Coutos-Thévenot
et al., 2001; Godard et al., 2009). In Pﬂanzen kommen sie als freie Hydroxyverbindung, Methyles-
ter oder in glycosilierter Form vor. Das bekannteste Stilben der Reben ist Resveratrol. Dieses ist
vor allem durch seine positiven Eigenschaften auf die menschliche Gesundheit bekannt geworden.
Jedoch spielt es nicht nur im menschlichen Körper eine wichtige Rolle, wie z.B. in der Abwehr
von Krebszellen, es nimmt auch im Abwehrmechnanismus der Pﬂanzen eine wichtige Rolle ein
(Iriti et al., 2004; Ahuja et al., 2012). Für den gesamten Abwehrprozess durch Stilbene nehmen
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noch weitere Vertreter eine entscheidende Funktion ein. Seine oligomeren Derivate ǫ- und dessen
Isoform δ-Viniferin spielen dabei ebenfalls eine sehr wichtige Rolle (Pezet et al., 2003). Bereits
geringe Mengen des δ-Viniferins reichen aus, um eine antimikrobielle Wirkung zu erzielen. Dies
zeigt sich durch die Hemmung der Zoosporenmobilität sowie der Sporangienentwicklung bei P.
viticola, die bereits bei 15 µM stattﬁndet (Pezet et al., 2004). Mit den Pterostilbenen stellen
diese vier Stoﬀe die wichtigsten Vertreter der Pathogenabwehr innerhalb der Sekundärmetabo-
lite dar.
Die vermehrte Produktion von Stilbenen wird durch die Induktion von Stilbensynthasen (STS)
hervorgerufen. Diese werden nicht kontinuierlich exprimiert, sondern durch einen Stressreiz, wie
z.B. den Angriﬀ durch ein Pathogen, in ihrer Transkription induziert (Gorham et al., 1995; Bez-
huashvili et al., 2019). Die Synthese der Stilbene ﬁndet über den Phenylpropanoid-Weg statt, der
durch den Shikimate-Weg eingeleitet wird (Langcake and Pryce, 1977; Kiselev et al., 2009). In-
nerhalb dieses Weges wird zunächst die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) aktiviert (Zhao
et al., 2005; Whetten and Sederoﬀ, 1995). Man vermutet, dass deren kodierende Gene durch die
Verwundung von Pﬂanzenzellen induziert werden. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Se-
kundärmetaboliten. Über die Stimulation des zentralen Mediators p-Coumaroyl-CoA wird unter
anderem die Produktion der verschiedenen Stilbene eingeleitet (Abb. 1.4) (Vogt, 2010; Chong
et al., 2009).
Stilbene werden üblicherweise nach der Extraktion aus dem entsprechenden Probenmaterial
(z.B. Blättern, Beeren) mit Methanol über eine HPLC detektiert (Grippi et al., 2008; Stecher
et al., 2001; Gabaston et al., 2017).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Phenylpropanoid-Pathways. Dieser wird durch den
Shikimate-Pathway eingeleitet und führt bei der Ausschüttung von Sekundärme-
taboliten unter anderem zur Produkten der verschiedenen Stilbene.
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1.3 Resistenzzüchtung bei Reben
Es wurde bereits beschrieben, dass alle kultivierten Reben die Spezies V. vinifera als genetischen
Hintergrund besitzen, weshalb auch das Problem der hohen Anfälligkeit gegenüber zahlreichen
Pathogenen besteht (This et al., 2006). Um dieses Problem zu minimieren, werden jährlich hohe
Mengen an Fungiziden ausgebracht. Diese Menge ist im Vergleich zu anderen Nutzpﬂanzen bei
der Weinrebe sehr viel höher, beachtet man dabei die Größe der Anbauﬂäche und die eingesetzte
Menge an Fungiziden (Eurostat, 2007). Die periodische Ausbringung von Fungiziden birgt dabei
einen hohen zeitlichen Mehraufwand sowie eine starke ﬁnanzielle Belastung für die Landwirte
und Winzer. Auf der anderen Seite gelangen durch die ausgebrachten Fungizide verstärkt Schad-
stoﬀe in die Umwelt und gefährden die Grundwässer sowie Flora und Fauna (Komárek et al.,
2010).
Auf Grund dieser Problematik ist die Züchtung im Weinbau bestrebt, neue widerstandsfähige
Sorten zu züchten. Bei diesen neuen pilzwiderstandsfähigen (PIWI) Sorten macht man sich die
Resistenzeigenschaften der amerikanischen oder auch asiatischen (nicht endemischen) Wildreben
zu Nutze (Eibach et al., 2010). Diese Wildreben besitzten aus bisher noch unbekannten Grün-
den eine natürliche Resistenz gegen verschiedene Pathogene. Es wird z.B. vermutet, dass vor
hunderten von Jahren die Wildreben in Asien durch die Anwesenheit eines ähnlichen Pathogens
eine Co-Evolution durchgemacht haben. Danach könnten die Wildreben adaptiert gewesen sein
und das auslösende Pathogen verschwand.
Anfang des 19. Jahrhunderts wurden erste Kreuzungsversuche zwischen den amerikanischen
resistenten Wildreben und Kulturreben durchgeführt. Leider zeigte sich bei diesen ersten Ver-
suchen, dass die resistenten Wildreben auch negative Eigenschaften einbringen. Zu diesen Eige-
schaften zählen unter anderem Fehlaromen, wenig Ertrag durch kleine oder wenig Trauben oder
auch schlechte Wuchseigenschaften. Dadurch war man gezwungen, nach Erhalt der gewünschten
Resistenz, eine Rückkreuzung mit Kulturreben durchzuführen. Dadurch brachte man die Wein-
qualität zurück (Alleweldt and Possingham, 1988).
Dieser Prozess bis zum Erhalt der gewünschten resistenten Sorte mit guter Weinqualität dauert
25 - 30 Jahre. Man versuchte, diesen Prozess zu verkürzen und veränderte damit die Kreuzungs-
züchtung grundlegend. So werden gezielt genetische Marker für die Selektion von Resistenzen
entwickelt und eingesetzt (Töpfer et al., 2011a). Durch diese Marker können verschiedene Berei-
che im Vitis-Genom mit bestimmten phänotypischen Merkmalen verknüpft werden. Die Marker
kommen in identischer Kopie in allen Geweben der Pﬂanzen vor und sind dadurch unabhän-
gig vom Entwicklungsstadium (Sefc et al., 2009). Die markergestütze Selektion (MAS) kann
in jedem Entwicklungsstadium angewendet werden. Schon Sämlinge können auf ihre Merkma-
le und Eigenschaften getestet werden (Lande and Thompson, 1990). So ließe sich der Prozess
bis zur Zulassung einer Sorte, durch frühzeitige Selektion nach der Kreuzung, um bis zu 10
Jahre verkürzen (Töpfer et al., 2011b). Diese SSR-Marker können durch die Berechnung von
QTL-Analysen (Quantitative Trait Locus) aus Kreuzungspopulationen erstellt werden. Bei den
Kreuzungspopulationen handelt es sich um Kreuzungen zwischen den europäisch heimischen
anfälligen Kulturreben und z.B. den resistenten Wildreben. Dazu wird eine genetische Karte
erstellt, die die Grundlage für eine QTL-Analyse ist. Dadurch lassen sich Orte auf dem Genom
ermitteln, die an der Ausprägung des Merkmals (z.B. Resistenz) beteiligt sind. Weiterhin kann
eine Segregation des Merkmals in der spaltenden Population untersucht werden. Diese Merk-
malserfassung ist eine Grundvorraussetzung für die QTL-Analyse.
Um eine dauerhafte Resistenz in den neugezüchteten Sorten zu erhalten, werden verschiedene
Kombinationen von Resistenzloki eingebracht. Dieser Vorgang ist wichtig, da die neu gezüchteten
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Rebsorten 30 und mehr Jahre im Weinberg stehen (Dauerkulturen). Durch diese Pyramidisie-
rung soll das Pathogen davon abgehalten werden, die Resistenzbarriere zu überwinden (Eibach
et al., 2007; Eibach and Töpfer, 2010; Peressotti et al., 2010). Vorteil dieser Züchtung ist der
verminderte Einsatz von Pﬂanzenschutzmitteln.
1.4 Der Rpv10-Lokus
Der Resistenzlokus Rpv10 wurde 2012 durch QTL-Analysen am Julius Kühn-Institut, Institut
für Rebenzüchtung in Siebeldingen identiﬁziert (Schwander et al., 2012). Dieser wurde aus einer
Kreuzungspopulation (GF.GA-52-42 (Rpv3.1) x ’Solaris’ (Rpv10/Rpv3.3)) (Abb.: 1.5) von 265
F1-Individuen mit SSR-Markern (Welter et al., 2007; Vezzulli et al., 2008) genetisch kartiert
(Schwander et al., 2012). Ursprünglich stammt der Rpv10-Lokus aus der asiatischen Wildrebe
Vitis amurensis der von Seiten der Sorte ’Solaris’ vererbt wurde. ’Solaris’ selbst wurde 1975
am staatlichen Weinbauinstitut in Freiburg gekreuzt und wird als sehr pilzwiderstandsfähige
Ertragssorte in Deutschland angebaut.
Abbildung 1.5: Stammbaum der Kreuzungspopulation GF.GA-52-42 x ’Solaris’. Der Rpv3.3-
Lokus konnte in den QTL-Berechnung an ’Solaris’ nicht errechnet werden
(Schwander et al., 2012).
Für die Erstellung einer integrierten genetischen Karte wurden insgesamt 208 SSR-Marker ver-
wendet. Sie bilden die Grundlage für die Berechnung der genetischen Karten durch Kopplungs-
/Rekombinationsanalysen. Im Anschluss daran wurde eine QTL-Analyse durchgeführt. Dafür
wurden zwei Methoden verwendet. Das ist zum einen das Interval Mapping (Lander and Bot-
stein, 1989) und zum anderen das Multiple QTL Mapping (Jansen, 1993, 1994; Jansen and
Stam, 1994). Bei diesen Berechnungen wurde ein sehr starker QTL auf der Kopplungsgruppe
(LGs) 09 gefunden (Abb.: 1.6). Dieser QTL wurde durch ’Solaris’ in die nachfolgende Generation
eingebracht. Ursprünglich stammt dieser als Rpv10-Lokus bekannte Bereich aus der asiatischen
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Wildrebe Vitis amurensis. Der QTL wurde feinkartiert und auf einen 79 kb großen Bereich, auf
dem 12x PN400024-Referenzgenom (Jaillon et al., 2007), eingeschränkt (Schwander, 2012).
Durch spätere Arbeiten konnte der Rpv10-Lokus durch PCR-Amplikons und die Erstellung von
BAC-Klonen aus ’Solaris’ sequenziert werden. Die PCR-Amplikons wurden aus Selbstungsnach-
kommen mit homozygotem Rpv10-Lokus ampliﬁziert. Aus den BAC-Klonen konnte die anfällige
(81.508 bp) und resistente (83.656 bp) Haplophase des Rpv10-Lokus erschlossen werden und
zudem eine vollständige Darstellung der Sequenz in diesem Bereich erfolgen (Dudenhöﬀer and
Zyprian, unpubliziert).
Abbildung 1.6: Darstellung des Rpv10-Lokus durch den berechneten QTL und Ort des Resis-
tenzlokus auf dem Chromosom 9. Information über die im Lokus beﬁndlichen
Gene. F. Schwander (QTL) und S. Fröbel Chromosomen und Gene).
1.5 Ziel der Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit ist das Verständnis des Abwehrmechanismus und die Identiﬁkation
der beteiligten R-Gene im Rpv10-Lokus. Dazu wurden Kandidatengene aus dem Resistenzlo-
kus isoliert, kloniert und in anfällige Sorten transformiert. Die transformierten Reben sollen zu
Ende des Projektes funktionell überprüft werden. Durch mikroskopische Untersuchungen nach
experimenteller Inokulation sollten die Resistenzmechanismen verschiedener Genotypen chara-
terisiert werden. Dazu kamen Programme zum Einsatz, die einen objektiven Vergleich der mi-
kroskopischen Aufnahmen erlauben. Unterstützend dazu wurden zu ausgewählten Zeitpunkten
Stilben-Analysen an gleichen Genotypen durchgeführt. Sie dienen ebenfalls der Aufklärung der
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vermittelten Resistenz durch den Lokus. Zu diesen praktischen Methoden kamen verschiedene
bioinformatische Analyse-Methoden zum Einsatz, die eine genaue in silico Charakterisierung
erlauben. Dabei wurden besonders die Kandidatengene untersucht. Durch die Auswertung ei-
ner RNA-Seq-Analyse an Rpv10-tragenden Genotypen (homozygot, heterozygot) im Vergleich
mit einem anfälligen Genotypen, sollte eine Bestimmung der beteiligten Gene und Gene-Cluster
vorgenommen werden.

2 Material und Methoden
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Tabelle 2.6: Vektoren für Klonierungsarbeiten.








2.1.6 Bakterienstämme und BAC-Klone
Tabelle 2.7: E. coli Stämme für Klonierungsarbeiten.
Stamm Genotyp
fhuA2, lac(del)U169, phoA, glnV44, F80’, lacZ(del)M15, gyrA96,
E. coli DH5 α
recA1, relA1, endA1, thi 1, hsdR17
F-, endA1, supE44, thi 1, recA1, relA1,qyrA96, phoA, φ80d lacZ∆ M15,
E. coli Stellar™
∆(lacZYA argF) U169, ∆(mrrhsdRMS mcrBC), ∆ mcrA, λ-
F, Lambda, araC14, leuB6(Am), DE(gpt proA)62, lacY1, glnX44(AS),
E. coli HB101 pRK2013
galK2(Oc), recA13, rpsL20(strR), xylA5, mtl 1, thiE1, hsdS20(rB, mB)
Tabelle 2.8: A. tumefaciens Stämme für Pﬂanzentransformation.









pEHA105 (pTiBo542DT-DNA) (Wang and Ge, 2005)
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Tabelle 2.9: Auﬂistung aller verwendeten BAC-Klone (Dudenhöﬀer, 2016) im Vektor pCUGI-
BAC1 (Luo et al., 2001) mit dem Selektionsmarker Kanamycin.





Die BAC-Klone waren aus der Sorte ’Solaris’ erzeugt worden und enthalten jeweils den Rpv10-
Lokus im resistenten bzw. anfälligen Haplotyp.
2.1.7 Pflanzenmaterial
Tabelle 2.10: Rebsorten für Mikroskopie- und Stilbenanalyse. Auﬂistung aller Genotypen für die
verschiedenen Tests, die als Stecklinge für die mikroskopischen Analysen sowie für
die Stilbenanalysen angezogen wurden.
Sorte Resistenz-Lokus Anfälligkeit
’Gutedel’ - ++
’Sibera’ Rpv10, Rpv3.3 -





Der Rpv3-Lokus beﬁndet sich auf Chromosom 18 (begrenzt durch die Marker GF18-06 und
GF18-08) und wurde durch Fischer et al. (2004) und Welter et al. (2007) charakterisiert und
beschrieben. Es gibt mehrere allelische Varianten dieses Lokus (Rpv3.1/ 3.2/ 3.3.) Der Rpv3.3
wurde kürzlich von Vezzulli et al. (2019) beschrieben. Dieser wird an ’Solaris’ von ’Merzling’
über ’Seyval’ wahrscheinlich vererbt. Seine Resistenzeigenschaft ist sehr schwach und wurde
deshalb erst spät charakterisiert. Da sich dieser Resistenzlokus in ’Solaris’ beﬁndet, ist der
Versuchsaufbau daran angepasst, wird jedoch nicht als Hauptschwerpunkt behandelt.
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2.1.8 Nährmedien





ddH2O ad 1 L
für feste Nährmedien Bacto Agar 15 g
Je nach Bedarf erfolgte nach dem Abkühlen der Nährmedien auf 50◦C die Zugabe der entspre-
chenden Antibiotika. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen von Antibiotika im Medium
verwendet.
2.1.9 Färbelösungen





Tabelle 2.13: Trypanblau-Lebend-Farblösung (0,5%) mit einem End-pH-Wert von 8 - 9.
Komponente Menge/Volumen
NaCl 0,9%
Trypanblau 0,5 g/100 ml
Tabelle 2.14: Calcoﬂuor White-Färbung (Sigma-Aldrich, 1984) [1L].
Komponente Volumen [g]
Calcoﬂuor White M2R 1
Evans blue 0,5
ad 1 L 10 % KOH
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2.1.10 Puffer
Tabelle 2.15: 50x TAE [1L] mit einem End-pH-Wert von 8,3.
Komponente Menge/ Volumen
Tris 242 g (2M)
Eisessig 57,1 ml (1M)
EDTA (0,5 M) pH 8,0 100 ml (mM)
ddH2O ad 1 L




2.1.11 Isolation von Plasmid-DNA nach Birnboim and Doly (1979)
Tabelle 2.17: Plasmid-Isolations-Lösung I mit






Tabelle 2.18: Plasmid-Isolations-Lösung II.





Für Lösung III wurde 3 M K-Acetat hergestellt und ein pH-Wert von 4,8 mit Eisessig eingestellt.
Dadurch kommt es zur Neutralisation des Reaktionsgemisches.






Tabelle 2.20: Puﬀer für RNase-Lösung.
Komponente Menge [mM]
Tris (pH 7,5) 10
NaCl 100
Die Reagenzien aus Tabelle 2.20 wurden angesetzt und autoklaviert. Anschließend wurden 20
mg/ml RNase A gelöst. Danach wurde die RNase-Lösung für 15 Minuten bei 100◦C gekocht,
um DNasen zu inaktivieren. Die Lösung IV (5 ml) wurde mit RNase-Lösung (25 µl) gemischt.
Die Endkonzentration von RNase A in Lösung IV beträgt 100 mg/ml.
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2.2 Methoden
2.2.1 Bioinformatische Analyse der Kandidatengensequenzen
Für die JAVA-basierte Programmiersprache wurden die Sequenzmotive aus den Publikationen,
teilweise aus schon vorhandenen Mustern, teilweise aus Sequenzen in regulären Ausdrücken
beschrieben. Zum Verständnis der Ausdrücke dient Tab.: 2.21.
Tabelle 2.21: Symbolik eines regulären Ausdrucks.
Symbol Beschreibung
( )
innerhalb der Klammern beﬁndet sich ein Ausdruck,
der genau ein Motiv ausdrückt
. eine beliebige Aminosäure
{n} n Anzahl der Positionen
| ’ODER’-Verknüpfung
, Anzahl von-bis-Positionen (z.B. 2,4)
[ ]
im Zusammenhang mit einer ’ODER’-Verknüpfung,
eine der Aminosäuren innerhalb der Klammern kann
genau an dieser Position vorkommen
Kernimportsignale
In der Publikation von Kosugi et al. (2009) wurden insgesamt sechs Klassen von Kernimport-
signale (NLS) beschrieben, darunter ein bipartites (Klasse 6) und zwei nicht klassische NLS
(Klasse 3 und 4), die von Importin α erkannt werden können. Die zweite Klasse wurde bereits
in Pﬂanzen identiﬁziert (Raikhel, 1992). NLS, also Proteinkomplexe binden an die speziﬁschen
Motive und ermöglichen so den Transport von Proteinen aus dem Zytoplasma durch die Kern-
poren in dem Nukleus. Die Position des NLS innerhalb des Proteins ist nicht festgelegt und
bleibt auch nach dem Import des Proteins in den Nukleus erhalten. Bei dem Vorkommen von
bipartiten NLS müssen beide Teilkomponenten vorhanden sein, um die Funktion ausführen zu
können.
Die beschriebenen NLS-Klassen, auch als Sequenzmuster bezeichnet, wurden in ein für die Pro-
grammiersprache JAVA verständlichen „regulären Ausdruck“ deﬁniert (Abb.: 2.1). Diese Muster
wurden in den unterschiedlichen Haplotypen der beiden Kandidatengene gesucht, um eventuelle
Unterschiede in der Verteilung der Muster zwischen den kodierenden Proteinen des anfälligen
und resistenten Haplotypen zu ﬁnden und damit schon einen Hinweis auf eine funktionelle Ver-
änderung zu bekommen (Kosugi et al., 2009; Raikhel, 1992).
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1 private static final String CLASSONE = "(KR[K|R]R)|(K[K|R]RK)";
2 private static final String CLASSTWO = "[P|R].{2} KR[^DE][K|R]";
3 private static final String CLASSTRHEE = "KR.[W|F|Y].{2} AF";
4 private static final String CLASSFOUR = "[R|P].{2} KR[K|R][^ DE]";
5 private static final String CLASSFIVE = "LGKR[K|R][W|F|Y]";
6 private static final String BIPARTITE = "(KR .{10 ,12}K[K|R][K|R])|(
KR .{10 ,12}K[K|R].[K|R])";
Abbildung 2.1: Die sechs NLS-Klassen als „regulärer Ausdruck“ für die Motivsuche deﬁniert.
Nucleotide Binding Site (NBS) Motive
Pan et al. (2000) beschrieb in seiner Publikation die NBS-LRR-Domänen von R-Genen als
einen starken Bezug von Interaktion zwischen Pathogen und Pﬂanze. Durch seine Analysen
konnte er Sequenzen identiﬁzieren, die signiﬁkante Homologien zu Genen aufweisen, die eine
speziﬁsche Resistenz gegen verschiedene Krankheitserreger vermitteln. Diese Sequenzen wurden
in NBS-Motiven beschrieben. Insgesamt wurden neun Klassen in der Publikation untersucht, die
jedoch nicht alle das gewünschte Ergebnis lieferten. Für die Analyse am Kandidatengen Rpv10#1
wurden aus den Sequenzinformationen der Publikation fünf Motive in allgemeine Such-Pattern
umgewandelt (Abb.: 2.2). Diese wurden für die Suche und Identiﬁzierung auf beiden Haplotypen
angewandt (Pan et al., 2000).
1 private static final String NBSI =
2 "(GG[V|T|W|S|L|M]GKTT[L|T|I|M])";
3 private static final String NBSIII =
4 "([K|R][K|R][V|I|F|Y]LDD[V|I])";
5 private static final String NBSIV_gr1 =
6 "(GS[R|K|T][I|V][T|V|I][I|A|T|V]T{2}[R|K])";
7 private static final String NBSVI =
8 "([G|K]G[L|N]P[L|K][A|P][L|P])";
9 private static final String NBSIX =
10 "(F[L|F|A][H|D|Y][I|C]A[C|W|L]F)";
Abbildung 2.2: Die fünf NBS-Klassen wurden als „regulärer Ausdruck“ für die Motivsuche deﬁ-
niert.
Leucine Rich Repeat (LRR) Motive
Beide Publikationen beschreiben die Pﬂanzenabwehr, in dem die LRR-Domäne eine zentrale
Rolle einnimmt. Es wurden drei Sequenzmotive für die Analyse ausgewählt. Diese wurden auf
das Kandidatengen Rpv10#1 (für beide Haplotypen) angewandt.
Das erste Motiv wird als „LRR-core Motiv“ bezeichnet und wurde in Pﬂanzen, Tieren und
Pilzen gefunden. Dieses Motiv steht in mitten einer LRR-Domäne und kann dort mehrfach hin-
tereinander auftreten. Davon ausgehend können verschiedene Erweiterungen („LRR-core Motiv
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extended“) vorgenommen werden. Darunter ﬁndet sich auch eine Erweiterung für das Resistenz-
gen Rpv10#1 (Abb.: 2.3 unteres Motiv) (Jones and Jones, 1997; Warren et al., 1998).
1 private static final String LRR_core_motif =
2 "(.{2}L.L.{2})";
3 private static final String LRR_core_motif_extended =
4 "(L.{2}L.L.{2}L)";
5 private static final String LRR_core_motif_extended_RPS5 =
6 "(L.{2}L.L.{5}L)";
Abbildung 2.3: Die fünf LRR-Klassen wurden als „regulärer Ausdruck“ für die Motivsuche deﬁ-
niert.
Motive von Peptidsegmenten in Nucleotide Binding Sites (NBS)
In der Publikation von Traut (1994) wurden neun Motive von Peptidsegmenten beschrieben
(Abb.: 2.4), die innerhalb einer NBS gebildet werden können und diese charakterisieren. Darun-
ter beﬁnden sich vier Motive für die Bindung von Kinasen (Kinase-1a, -2, -3a, -3b). Zwei Motive
zeigen eine separate regulatorische Bindestelle für ATP (Regulatory-1, -2) und drei Sequenz-
motive bilden eine Bindungsstelle für Nucleosidmonophosphate (NMP) (NMP-1, -2, -3b). NMP
bindet ausschließlich Guanosinmonophosphat (GMP). Damit spielen die Motive eine wichtige
Rolle in regulatorischen Prozessen der Zelle (Traut, 1994).
1 private static final String Kinase_1a =
2 "([G|A|S|N ].{4}[ G|A|C|S]K[G|S|T|V|A|P][T|S|A|D|G|N|M])";
3 private static final String Kinase_2 =
4 "([V|G|I|L|N|T|A|Y|K][A|F|L|I|G|D|E|T|C|K|P][A|L|I|G|V|S|P|E|F|H][L
|G|V|I|T|D|F|Q|M|Y|K]D)";
5 private static final String Kinase_3a =
6 "([E|A|G|P|F][T|S|G|F ].{3}[ Y|R])";
7 private static final String Kinase_3b =
8 "(NK .[D|W])";
9 private static final String NMP_1 =
10 "([L|I|V|K|E|S][S|L|Y|A][T|S|A|V|L][G|S|T|R|N|K][D|R|F|H][L|M|T|P][
L|F|P|E|Q]R)";
11 private static final String NMP_2 =
12 "([K|E|G|M|V|C|S|P|Q][L|I|F|Y|K|Q|S][V|L|I|K|D|E|T|Q].[D|E|L|I|G|N|
S|T][D|E|Q|A])";
13 private static final String NMP_3a =
14 "(G[F|Y|T|S][Q|S|T][R|V].{3 ,4}Q)";
15 private static final String Regulatory_1 =
16 "([V|L|F|E][E|G|F|Q][A|G|I][I|G].{3 ,5}[V|A|L|Y|T].[E|D|S])";
17 private static final String Regulatory_2 =
18 "([K|R].{3 ,6}[K|R|M].{16 ,33}[R|K|N|Q]Y.{3 ,5}[K|D|R][R|Y|K|N|F])";
Abbildung 2.4: Die neun Motive von Peptidsegmenten-Klassen wurden als „regulärer Ausdruck“
für die Motivsuche deﬁniert.
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Vergleich anfälliger und resistenter Haplotypen des Kandidatengens Rpv10#1 -
Unterschiede in der DNA-Sequenz zur Aminosäuresequenz
Nach Vorhersage der funktionellen Domänen durch das Online Tool „Conseverd Domain Search“
(CD-Search) des NCBI wurde zunächst ein Vergleich der Domänen auf Ebene der DNA zwi-
schen dem anfälligen und dem resistenten Haplotypen durchgeführt. Im Anschluss wurde die
DNA-Sequenz in die Proteinsequenz translatiert. Verglichen werden die DNA-Sequenzen und
die von ihnen kodierten Proteinsequenzen. Dadurch konnten Aussagen zu „silent“-Mutationen
und „missense“-Mutationen mit oder ohne Änderung der Aminosäureeigenschaft gemacht wer-
den.
Promotor-Analysen
Die Promotor-Analysen wurden mit zwei verschiedenen Software Tools durchgeführt: („SOGO“
(Higo et al., 1999) und „PlantCare“ (Lescot et al., 2002), Tab.: 2.1) und für beide Haplotypen
verglichen. Die resultierenden Promotorelemente wurden anhand ihrer Funktion sortiert. So
wurden Elemente, die direkt oder indirekt mit Pathogenabwehr in Verbindung stehen, auf dem
codogenen Strang annotiert. Das wurde für beide Haplotypen durchgeführt, so dass ein Vergleich
zwischen den Promotorregionen erarbeitet werden konnte.
2.2.2 Blattscheiben Tests
Die Blattscheiben-Assays wurden sowohl für die Infektionsversuche mit anschließender Mikro-
skopie, als auch für die Stilben-Analysen benötigt. Von den entsprechenden Versuchspﬂanzen
wurde das zweite bis vierte Blatt basiseptal der Tiebspitze entfernt. Diese Blätter wurden an-
schließend mit sterilem Wasser gereinigt. Im Anschluss wurden mit einem im Durchmesser acht
mm großem Korkbohrer Blattscheiben aus den einzelnen Blättern ausgestanzt. Dabei wurde
darauf geachtet (abhängig vom Versuch), dass starke Blattadern ausgespart wurden. Die vorbe-
reiteten Blattscheiben wurden mit der Blattunterseite nach oben auf 1 %-Wasseragar aufgelegt.
Nach Vorbereiten der Sporangiensuspension wurden drei Tropfen von 10 µl auf die Blattschei-
benunterseite aufgebracht. Die Inkubation erfolgte über acht Stunden in Dunkelheit und 22◦C
(Luftfeuchtigkeit (rF) 85 %). Im Anschluss daran wurde die Sporangiensuspension mit einem
Filterpapier abgezogen, ohne die Blattoberﬂäche zu berühren. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden die Blattscheiben vom Agar entnommen und entsprechend der Analyse oder Studie
vorbereitet. Die Inkubation der Blattscheiben erfolgte während der Versuchszeiträume unter
gleichen Bedingungen im Klimaschrank. Es wurde ein Programm erstellt, welches die optimalen
Wachstumsbedingungen von P. viticola schaﬀt. Der Tag-Nacht-Rhytmus wurde mit 16 Stunden
(Licht) und acht Stunden (Dunkelheit) mit jeweils 24◦C und 22◦C und einer Luftfeuchtigkeit
von 85 % in beiden Phasen gewählt.
2.2.3 Trypanblau-Lebend-Färbung
Zunächst wurde eine 0,9 % NaCl-Lösung hergestellt. In 100 ml der Lösung wurden anschließend
0,5 g Trypanblau gelöst. 64 µl der Sporangiensuspension wurden mit 36 µl der Trypanblau-
Lösung vermischt und anschließend 10 µl in die Neubauer-Zählkammer überführt. Vollständig
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blau stellen sich die nicht lebenden P. viticola-Sporen dar. Transparent mit blauem Schein sind
die lebenden Sporen zu erkennen, die ausgezählt wurden.
2.2.4 Anilin-Blau-Färbung
Zu Beginn wurde eine 1 %ige Anilin-Blau-Stammlösung hergestellt. Dazu wurde 1 g Anilin-Blau
in 100 ml Wasser gelöst. Weiterhin wurde eine 0,1 M Stammlösung von K2HPO4 hergestellt.
Aus beiden Stammlösungen wurde im Anschluss eine 0,05 % Anilin-Blau-Lösung hergestellt.
Die Blattscheiben wurden zwei Stunden mit 1N KOH bei 65◦C entfärbt. Anschließend wurden
die Proben dreimal in deionisiertem Wasser gespült. Die gespülten Blattscheiben wurden auf
einen Objektträger positioniert, mit Anilin-Blau benetzt und mit einem Deckglas abgedeckt.
Nach einer Inkubationszeit von mindestens 15 Minuten wurde die Färbelösung abgezogen und
unter Epiﬂuoreszenz (Kap.: 2.2.7) mikroskopiert (Unger et al., 2007; Hood and Shew, 1996)
(modiﬁziert S. Fröbel). Die Mikroskopie fand zu verschiedenen Zeitpunkten (6 hpi, 24 hpi, 48
hpi, 72 hpi, 4 dpi, 7 dpi) statt.
2.2.5 Calcofluor White Färbung
Die inokulierten Blattscheiben wurden auf einem Objektträger positioniert. Anschließend wur-
den 10 µl 10 %ige KOH und 10 µl Calcoﬂuor White Lösung nacheinander aufgetropft. Um das
Farbgemisch homogen auf der Probe zu verteilen, wurde ein Deckglas aufgelegt. Nach einer In-
kubation von zwei bis drei Minuten wurde mit deionisiertem Wasser gespült. Danach wurden
die Proben mit dem Epiﬂuoreszenz-Mikroskop (Kap.: 2.2.7) mikroskopiert (Anregung λ 395 bis
440 nm, Emissionsﬁlter λ 470 nm) (Hageage and Harrington, 2016; Monheit et al., 1984).
2.2.6 4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Färbung
Diese Färbung wurde zum Nachweis der Superoxide genutzt. Das Prinzip basiert auf der Reak-
tion des NBT-Farbstoﬀes mit Superoxidradikalen. Dabei wird ein unlöslicher, blauer Formazan-
Farbstoﬀ reduziert. Dieser ist im Pﬂanzengewebe mikroskopisch nachweisbar (braunes Gewebe).
Für die Farblösung wurden zunächst 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5) hergestellt und eine
0,2 % NBT-Farblösung hergestellt. Diese Lösung muss vor jedem Färbeansatz frisch hergestellt
werden. Für den Nachweis der Superoxide wurden Blattscheiben zu verschiedenen Zeitpunk-
ten (24 hpi, 48 hpi, 72 hpi) und von verschiedenen Genotypen gewählt. Sie wurden mit der
NBT-Färbelösung über Nacht bei Raumtemperatur dunkel inkubiert. Am Folgetag wurden die
Blattscheiben dreimal mit Wasser gespült und im Anschluss das Chlorophyll entfernt. Dabei
wurden sie für 10 Minuten in absolutem Ethanol im Wasserbad gekocht. Die mikroskopische
Beurteilung erfolgte mittels Auﬂicht (Kumar et al., 2013).
2.2.7 Mikroskopie
Für die mikroskopischen Analysen wurden die gleichen Genotypen verwendet, wie für die Stilben-
Analyse (Tab.: 2.10 Genotypen). Dabei wurden Blattscheiben (Kap.: 2.2.2) für die Inokulation
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vorbereitet und inokuliert. Nach der Inokulation wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die Pro-
ben entnommen. Zum einen wurden die Zeitpunkte, zu denen die Stilben-Analyse stattgefunden
hat (24 hpi, 48 hpi, 72 hpi), auch mikroskopisch untersucht und zum anderen wurden weite-
re Zeitpunkte, die Aufschluss über den Rpv10-kodierten Resistenzmechanismus geben sollen,
angefügt. Dabei handelt es sich um 6 hpi, 4 dpi und 7 dpi. Zu den genannten Zeitpunkten wur-
de eine Anilin-Blau Färbung durchgeführt (siehe Kap. 2.12). Die Mikroskopie erfolgte mittels
Fluoreszenzmikroskopie (Anregung λ 395 bis 440 nm, Emissionsﬁlter λ 470 nm).
2.2.8 Analyse von Winterknospen
Für die Bewertung von pathogenspeziﬁschen Elementen in Winterknospen (Abb.: 2.5) wurden in
zwei aufeinander folgenden Jahren, in den Monaten von Januar bis März jeweils 12 Knospen aus
dem Freiland pro Monat und Genotyp untersucht. Unter den untersuchten Genotypen befanden
sich ’Solaris’ (Rpv10/Rpv3.3), ’Rondo’ (Rpv10), ’Pinot blanc’ (anfällig), ’Müller-Thurgau’ (an-
fällig), und ’Gutedel’ (anfällig).
Die Knospen wurden von den Stöcken mit einer Rasierklinge entfernt und in einem Probengefäß
separiert. Vor der Separierung der Knospenschuppen wurden die Knospen halbiert und eine Hälf-
te bei -70◦C gelagert. An der anderen Hälfte der Knospe wurden die einzelnen Knospenschuppen
mit einer feinen Pinzette entfernt und von vorhandener Wolle befreit. Die Knospenschuppen
wurden anschließend über Nacht in 1 N KOH bei 65◦C inkubiert. Am Folgetag erfolgete eine
Anilin-Blau-Färbung (Kap.: 2.2.4). Im Anschluss an die Färbung erfolgte die mikroskopische
Beurteilung am Epiﬂuoreszenzmikroskop.
Aus der gefrorenen Knospenhälfte wurde DNA extrahiert (Kap.: 2.2.9). Dazu wurden die Knos-
pen mit ﬂüssigem Stickstoﬀ gekühlt und im Anschluss mit einem Pistill zerrieben. Aus der
zermahlenen Probe wurde die DNA unter Verwendung des Plant-Extraktions Kits (Tab.: 2.1.3),
extrahiert.
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Abbildung 2.5: Knospe von ’Solaris’ am 5. März 2018. Eine vollkommen geschlossene Knospe
aus der Freilandpﬂanzung. Diese wurde anschließend mit einer Rasierklinge so
nah wie möglich am Holz entfernt und im Probengefäß separiert.
2.2.9 Extraktion von Nukleinsäuren
Präparation der BAC-Klone aus E. coli nach Birnboim and Doly (1979)
Die BAC-Klone (aus Dauerkulturen bei -70 ◦C) wurden auf LB-Medium (Cm 12,5 mg/ml)
ausgestrichen und bei 37◦C über Nacht inkubiert. Von einer Kolonie wurde in 5 ml LB-Flüssig-
Medium (Cm 12,5 mg/ml) eine Über-Nacht-Kultur angelegt. Am Folgetag wurden zwei mal 2
ml der Über-Nacht-Kultur bei 9 000 g für zwei Minuten sedimentiert.
Das Zellpellet wurde mit 100 µl Lösung I (Tab.: 2.17) vollständig resuspendiert. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten auf Eis wurden 200 µl der Lösung II (Tab.: 2.18) zugegeben
und der Reaktionsansatz vier mal zum Mischen invertiert. Nach dem Invertieren wurden die
Ansätze für fünf Minuten auf Eis gehalten. In der Zeit wurde die Lösung III auf Eis vorgekühlt.
Nach der Inkubationszeit wurden 200 µl der Lösung III zugegeben und erneut vier mal invertiert.
Nach einer fünf minütigen Inkubation auf Eis wurden die Ansätze für 15 Minuten bei 12 000 g
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß dekantiert. Anschließend wurden
0,5 ml Isopropanol zum Überstand gegeben und nachfolgend für drei Sekunden mit Hilfe eines
Vortexers gemischt. Der Reaktionsansatz wurde anschließend erneut für fünf Minuten auf Eis
gekühlt.
Nach fünf Minuten wurde der Ansatz 12 000 g für fünf Minuten zentrifugiert. Im nächsten Schritt
wurde der Überstand vollständig verworfen. Das Pellet wurde in 200 µl Lösung IV (Tab.: 2.19)
mit 100 mg/ml RNase (Tab.: 2.20) gelöst. Danach wurden 10 µl des Extraktes auf ein Agarose-
Gel aufgetragen. Der Ladepuﬀer wurde dabei mit 1 % SDS versetzt, um einem Gel-Shift der
BACs durch noch vorhandene verunreinigende Proteine vorzubeugen.
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Extraktion von gDNA aus P. viticola Sporangien
Aus P. viticola Sporangien wurde gDNA nach dem Protokoll von Pintye et al. (2012) isoliert. Da-
bei wurden jedoch verschiedene Änderungen vorgenommen. Gefrorene Sporangien wurden mit
einem konischen Stößel in 150 µl Extraktionspuﬀer zerrieben. Das Sporen-Extraktionspuﬀer-
Gemisch wurde anschließend für zehn Minuten bei -20◦C gekühlt und im Anschluss bei 70◦C
für abermals zehn Minuten inkubiert. Nach einem fünf minütigen Abkühlen wurde für zehn Mi-
nuten bei 12 000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Alle nachfolgenden Extraktionsschritte
erfolgten nach dem gegebenen Protokoll. Zum Schluss wurde in 50 µl TE-Puﬀer eluiert.
Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli und A. tumefaciens
Die Bakterien-Kulturen (E. coli oder A. tumefaciens) wurden über Nacht in fünf Milliliter LB-
ﬂüssig-Medium (je nach Stamm mit entsprechenden Antibiotika) bei entsprechender Temperatur
(E. coli 37◦C bzw. A. tumefaciens 28◦C) inkubiert. Am Folgetag wurden, nach dem Mischen,
zwei mal 2 ml der Bakterienkultur je Probe in ein jeweils 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach
den ersten zwei Millilitern wurde im Anschluss für zwei Minuten und 12 000 rpm zentrifugiert
und der Überstand verworfen. Auf das erste Pellet wurden erneut zwei Milliliter gegeben. Es
folgte erneut ein Zentrifugationsschritt nachdem der Überstand wieder verworfen wurde. Die
anschließende Plasmid-Präparation erfolgte nach Protokoll des Kit Herstellers (Tab.: 2.3 - Plas-
midpräparation). Zum Schluss wurde zweimal in 30 µl eluiert.
Extraktion von gDNA aus Blattmaterial
Für die Exktration der gDNA der verschiedenen Sorten wurde das peqGOLD Plant DNA Mini
Kit (siehe Tab.: 2.3) verwendet. Dafür wurden Blattscheiben (Durchmesser 1 cm) in ﬂüssigem
Stickstoﬀ schockgefroren und anschließend mit Mörser und Pestill feingerieben. Die nachfolgende
Exktraktion erfolgte nach Protokoll des Kit Herstellers.
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Extraktion von Gesamt-RNA aus Blattmaterial
Für die Extraktion der Gesamt-RNA wurde Blattmaterial (ca. 1 cm2) verwendet. Zu den in
ﬂüssigem Stickstoﬀ gefrorenen Proben wurden zwei Stahlkugeln (Durchmesser 4 mm) und eine
Spatelspitze PVP zugegeben. Die Proben wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß zwei mal für
30 Sekunden bei 30 Hz zerkleinert.
Im Anschluss wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Tab.:
2.3) nach Protokoll der Herstellers extrahiert. Für die anderen Methoden wurde das Protokoll
verändert. Es wurde zusätzlich ein „On Column“ DNase I Abbau durchgeführt. Dazu wurden
2,5 µl DNase, 10 µl RDD Puﬀer und 87,5 µl nukleasefreies Wasser pro Probe gemischt und
anschließend auf jede Probe 100 µl übertragen. Nach einer Inkubation von 15 Minuten wurden
die Proben eine Minute bei 14000 g zentrifugiert. Die weiteren Schritte erfolgten nach Protokoll.
Eluiert wurde zweimal in 35 µl Elution Puﬀer. Die Konzentration der RNA wurde im Anschluss
photometrisch (λ 260 nm) bestimmt.
2.2.10 Decapping von mRNAs
Bevor eine Ligation durch die T4-RNA-Ligase am 5’-Ende der mRNA (aus drei verschiedenen
Rebstöcken von ’Solaris’) erfolgen kann, muss zunächst die Cap-Struktur der mRNA entfernt
werden. Dafür stehen verschiedene Enzyme zur Verfügung, die das 7’-Methylguanosin entfernen
und gleichzeitig ein freies Phosphat am Guanosin zurücklassen. Dieses Phosphat fungiert bei der
Ligation als Linker (Coller and Parker, 2004).
Für das Decapping der mRNA wurde das Enzym RNA 5’-Pyrophosphohydrolase (RppH) ver-
wendet. Dabei handelt es sich um ein bakterielles Enzym aus E. coli, welches freie Pyrophosphate
am 5’-Ende der RNA entfernt. Zurück bleibt ein Monophosphat. Durch die Kombination mit
dem Reaktionspuﬀer Thermopol ist das Enzym RppH in der Lage, das gewünschte 7’Methyl-
guanosin von der mRNA zu entfernen (Deana et al., 2008; Richards et al., 2011). Es wurde ein
Reaktionsansatz (Tab.: 2.22) mit 50 µl hergestellt, welcher im Anschluss für zwei Stunden im
Wasserbad (37◦C) inkubiert wurde. Nach der Inkubation wurde der Reaktionsansatz mit der
RNA über das RNeasy® MinElute® Kit (Tab.: 2.1.3) aufgereinigt und in 12 µl eluiert.
Tabelle 2.22: Reaktionsansatz für das Decapping der mRNA.
Reagenz Menge [µl]
RNA (1 µg) x
10 x Thermopol Puﬀer 5
RppH (5 U/µl ) 5
Ribolock (40 U/µl) 1
nukleasefreies Wasser ad 50
2.2.11 RNA-Ligation
Für die Analysen des 5’-Endes nach dem Decapping und der Aufreinigung der RNA, erfolgte die
Ligation mithilfe der T4-RNA-Ligase. Der Ligationsansatz (Tab.: 2.23) wurde über Nacht bei
2.2 Methoden 33
16◦C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurde der Ligationsansatz mit der ligierten RNA
erneut mit dem RNeasy® MinElute® Kit (Tab.: 2.1.3) aufgereinigt und in 12 µl Elutionspuﬀer
eluiert. Die Lagerung der ligierten RNA erfolgte bei -20◦C.
Tabelle 2.23: Reaktionsansatz für die Ligation der RNA durch T4-RNA-Ligase.
Reagenz Menge [µl]
RNA (1 µg) 12
DMSO 3
BSA (1 µg/µl) 3
Ribolock (40 U/µl) 1
T4-RNA-Ligase (10 U/µl) 1
2.2.12 cDNA-Synthese
Für die cDNA-Synthese wurden 5 ng RNA (für qRT-PCR) in einem zweimal 20 µl-Ansatz
erstellt und anschließend miteinander vermischt (Tab.: 2.25). Dafür wurde das High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems (Tab.: 2.3) verwendet. In der Methode
wurde das Protokoll von Applied Biosystems sowohl im Reaktions-Ansatz als auch in der PCR
verwendet. Das Programm für die Synthese ist in Tab.: 2.24 dargestellt.
Tabelle 2.24: Cycler-Programm für die
cDNA-Synthese.









Reverse Transkriptase (RT, 50 U/L) 1
10 x RT-Puﬀer 2
25 x dNTPs (100 mM) 0,8
10 x RT-Random Primer 2
nukleasefreies Wasser ad 10
Ansatz 2
RNA (5 ng, 500 ng, 700 ng) x
nuklesasefreies Wasser ad 10
cDNA Synthese der 3’-RACE
Für die cDNA-Synthese wurden 700 ng RNA aus 5 verschiedenen Stöcken von ’Solaris’ (jeweils
im Doppelversuch) eingesetzt. Anstatt der Randomprimer wurde ein Poly-Oligo-(dT) (100 µM)
eingesetzt, welches komplementär zum Poly-(A)-Schwanz der mRNA bindet. Am 5’-Ende des
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Oligonukleotids beﬁndet sich eine speziﬁsche Nukleotidsequenz. Diese dient nach der cDNA-
Synthese für die Ampliﬁkation des gesamten 3’-Endes des Gentranskriptes. Im Weiteren wurde
das Protokoll des Herstellers (Tab.: 2.3) beibehalten (cDNA-Synthese siehe 2.2.12).
cDNA Synthese der CR-RT-PCR und 5’-RACE
Für die cDNA-Synthese wurden 12 µl der ligierten RNA (Kap.: 2.2.10) eingesetzt. Der 50 µl-
Ansatz erfolge nach dem Protokoll des Herstellers (Tab.: 2.26, Kap.: 2.25).
Tabelle 2.26: 50 µl Reaktionsansatz der cDNA-Synthese bei der CR-RT-PCR und der 5’-RACE.
Reagenz Menge [µl]
Reverse Transkriptase (RT, 50 U/L) 2,5
10 x RT-Puﬀer 5
25 x dNTPs (100 mM) 2
10 x RT-Random Primer 5
ligierte RNA 12
nuklesasefreies Wasser ad 23,5
2.2.13 Amplifikation der Kandidatengene
Die Kandidatengene des Rpv10-Lokus wurden mit ihrem endogenen Promotor aus den BAC-
Klonen (Tab.: 2.9) ampliﬁziert (Primersequenzen siehe Anhang A.3). Um die Eigenschaften zwi-
schen dem anfälligen und resistenten Haplotypen gegenüberstellen zu können, wurden dement-
sprechend die BAC-Klone mit dem anfälligen und resistenten Rpv10-Haplotyp verwendet. Für
die Ampliﬁkation wurde eine 3-Step-PCR (Tab.: 2.28) mit der Phusion™ Polymerase (Reakti-
onsansatz Tab.: 2.27) durchgeführt. Die speziﬁschen Banden wurden pro Ampliﬁkat mit einem
Skalpell aus einem 1 % Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (Tab.: 2.3 PCR-Clean up).
Tabelle 2.27: 20 µl Reaktionsansatz zur Ampliﬁkation der Kandidatengene.
Komponente Probe [µl] Negativkontrolle [µl]
5x Phusion HF Puﬀer 4 4
Template DNA 100 ng/µl -
10 µM Forward Primer 0,8 0,8
10 µM Reverse Primer 0,8 0,8
10 mM dNTPs 0,4 0,4
Wasser ad to 20 ad to 20
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2.2.14 Klonierung der Kandidatengene - In-Fusion® HD Cloning
Die Primer für die Ampliﬁkation der Kandidatengene wurden für das In-Fusion® HD Cloning
so entworfen, dass sich die Überhänge in den linearisierten Vektor pLH9070 durch homologe Re-
kombination einbringen lassen. Die Linearisierung erfolgte durch die Restriktionsenzyme EcoRI
und HindIII. Es kann nur vermutet werden, dass es sich bei dem im Verfahren verwendeten En-
zym um die Vaccinia Virus DNA Polymerase (3’-5’ Exonuklease-Aktivität) handelt (Gammon
and Evans, 2009). Der Hersteller gibt keine genaueren Speziﬁkationen.
Für die Klonierung wurde das In-Fusion® HD Cloning Kit verwendet (Tab.: 2.3). Die Klonierung
erfolgte nach Protokoll.
Tabelle 2.29: 10 µl Reaktionsansatz für das In-Fusion® HD Cloning.
Komponente Probe [µl] Positivkontrolle [µl]
5x In-Fusion HD Enzym Premix 2 2
PCR-Fragment (10-200 ng) 100 ng/µl 2 (Kontrollinsert 40 ng/µl)
linearisierter Vektor (50-200 ng) 2 (pLH9070 50 ng/µl) 1 (pUC19 Kontrollvektor 50 ng/µl)
Deionisiertes Wasser ad to 10 ad to 10
2.2.15 3’-RACE-PCR
Für das Kandiatengen Rpv10#1 wurde eine 3’-RACE am 3’-Ende des Gentranskriptes durchge-
führt. Dabei wurde die cDNA mittels eines Oligonukleotids mit einem Poly-(dT) synthetisiert.
An dessen Ende befand sich ein Sequenzabschnitt, welcher für die Ampliﬁkation mittels eines
Linker-Primers diente. Mittels eines genspeziﬁschen Olinukleotids (Tab.: A.3), konnte im An-
schluss an die cDNA-Synthese die Ampliﬁkation des 3’-Endes erfolgen (PCR-Ansatz analog Tab.:
2.27). Das PCR-Programm für die Ampliﬁkation des 3’-Endes ist in Tab.: 2.30 beschrieben.
Tabelle 2.30: Cycler-Programm für die 3’-RACE.
Amplifikat Zyklen
ini. Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation fin. Elongation
T[◦C] t[sec] T[◦C] t[sec] T[◦C] t[sec] T[◦C] t[min] T[◦C] t[min]
Gentranskript 3’-Ende 35 98 30 98 10 65 10 72 1 72 7
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Abbildung 2.6: Prinzip 3’-RACE. Bei der cDNA-Synthese wird anstelle der Randomprimer ein
Oligonukleotid mit einem Poly-(dT) und einer speziﬁschen Nukleotidsequenz am
5’-Ende komplementär zum Poly-(A)-Tail der mRNA eingebracht. Im Anschluss
an die Synthese kann eine Ampliﬁkation des gesamten 3’-Endes des Gentranskrip-
tes über die speziﬁsche Nukleotidsequenz des Oligonukleotids erfolgen. Auf den
ersten PCR-Ansatz folgte eine nested-PCR. (a) - genspeziﬁsches Oligonukleotid,
(b) - genspeziﬁsches Oligonukleotid für Nested PCR, (c) - Linker-Primer.
2.2.16 5’-RACE-PCR
Die CR-RT-PCR und 5’-RACE wurden ebenfalls für das Kandidatengen Rpv10#1 durchgeführt.
Für die Methode wurde die hohe Menge der 18 S rRNA in der RNA-Präparation genutzt, um
diese an das 5’-Ende des Gentranskriptes zu ligieren. Dieses so entstandene „neue“ Transkript
wurde mithilfe von „Random Hexamer“ Oligonukleotiden in cDNA übersetzt. Die cDNA wurde
im Anschluß für die Ampiliﬁkation des 5’-Endes verwendet. Dabei wurde ein genspeziﬁscher
Primer und ein 18S rRNAf-Primer eingesetzt.
Tabelle 2.31: Cycler-Programm für die 5’-RACE.
Ampliﬁkat Zyklen
ini. Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation ﬁn. Elongation
T[◦C] t[sec] T[◦C] t[sec] T[◦C] t[sec] T[◦C] t[min] T[◦C] t[min]
Gentranskript 5’-Ende 35 98 30 98 10 61,8 10 72 1 72 7
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Abbildung 2.7: Prinzip 5’-RACE. Nach dem Decapping, der RNA-Ligation mit Hilfe der T4
RNA-Ligase und der cDNA-Synthese mittels Random Hexamer Oligonukleo-
tiden, kann für die Ampliﬁkation des Gentranskiptes am 5’-Ende ein speziﬁ-
sches 18S rRNA-Oligonukleotid und ein genspeziﬁsches Oligonukleotid einge-
setzt werden. Auf den ersten PCR-Ansatz folgt eine nested-PCR. (a) - Oligo-
nukleotid für Nested-PCR, (b) - genspeziﬁsches Oligonukleotid, (c) - 18S rRNA-
Oligonukleotid, rhx - Random Hexamer Oligonukleotid.
2.2.17 Circularized Reverse Transcription PCR (CR-RT-PCR)
Für die gleichzeitige Untersuchung des 3’- und 5’-Endes wurde eine CR-RT-PCR durchgeführt
(Kuhn and Binder, 2002). Bei dieser Methode wird das 3’-Ende einer RNA mit dem 5’-Ende
selbiger RNA ligiert. Nach der RNA-Ligation erfolgt die cDNA-Synthese. Diese cDNA wird im
Anschluss für die RT-PCR genutzt. Für die Ampliﬁkation wird jeweils ein Oligonukleotid am
5’-Ende und eines am 3’-Ende eingesetzt.
2.2.18 RNA-Seq-Analyse
Die experimentellen Vorarbeiten für RNA-Seq-Analysen wurden im April 2014 von Jens Duden-
höﬀer durchgeführt. Dafür wurden Proben von drei verschiedenen Genotypen jeweils vor, sowie
sechs Stunden nach der Inokulation mit einer Sporangiensuspension (40 000 Sporangiosporen /
Milliliter) entnommen. Insgesamt gab es für jeden Genotyp drei biologische Replikate.
Bei den Genotypen handelte es sich um 2008-059-020 (weder Träger von Rpv3 als auch Rpv10),
2008-059-121 (Träger von Rpv3 und Rpv10) und 2011-003-013 (Selbstung von ’Solaris’, homo-
zygot Rpv10). 2008-059-02 als auch 2008-059-121 stammen aus der Kreuzungspopulation von
Gf.Ga-52-42 x ’Solaris’.
Die Auswertung und Verarbeitung der RNA-Sequenz-Rohdaten aller 18 Proben (zwei Zeitpunkte
(0 hpi und 6 hpi), drei Genotypen mit jeweils drei biologischen Replikaten), wurden im Anschluss
am JKI Siebeldingen Geilweilerhof mit der CLC Genomics Workbench 6.5.1. im Rahmen dieser
Arbeit durchgeführt.
Die Qualität der Rohdaten wurde zunächst über FastQC überprüft. Danach erfolgte der Im-
port der Rohdaten in die CLC Genomics Workbench, wo als erstes ein Qualitätstrimming mit
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der TruSeq-Adapter-Sequenzliste durchgeführt wurde (NGS Core Tools, Trim Sequences, Qua-
lity Score 0,05, Max Ambiguous nucleotides 2). Dabei wurden die Adapter-Sequenzen aus den
Reads entfernt. Anschließend wurden die Reads mit dem P. viticola-Genom (Yin et al., 2017)
abgeglichen (NGS Core Tools, Map Reads to Reference, Mismatch cost 2, Insertion cost 2, De-
letion cost 3, Length fraction 0,5, Similarity fraction 0,95). Bei diesem Schritt wurden die von
P. viticola stammenden Teilsequenzen aus den Reads entfernt. Nach diesen, für die Auswertung
wichtigen Vorbereitungsschritten, wurde die RNA-Seq-Analyse durchgeführt (Transcriptomics
Analysis, RNA-Seq Analysis). Hierbei wurden die vorbereiteten Reads gegen das Referenzgenom
von V. vinifera (Canaguier et al., 2017) gemapped (Minimum length fraction 0,9, Minimum si-
milarity fraction 0,95, Maximum number of hits for a read 10, Eukaryote, Required relative
expression level 0,2, Minimum number of reads 10, Minimum length 50, Expression value Genes
RPKM). Die verschiedenen Zeitpunkte (0 hpi und 6 hpi) eines Genotypes wurden zu den biolo-
gischen Wiederholungen zugeordnet (Transcriptomics Analysis, Set Up Experiment, Two-group
comparison, Paired). Anschließend wurde ein Test durchgeführt, der zu Auﬃndung diﬀerentiell
exprimierter Gene dient (On Proportion, Baggerley’s test (Baggerly et al., 2003), FDR correc-
ted).
2.2.19 Der Rpv10-Lokus und seine Gene in der RNA-Seq-Analyse
„Large gap read mapping“ im Rpv10-Lokus und „Transcript discovery“
Das „Large gap read mapping“ dient der Erkennung von Gentranskripten unter Zuhilfenahme
von RNA-Seq-Daten. Mit einer nachfolgenden „Transcript discovery“ lässt sich eine Voraussage
zu einem möglichen Gentranskript machen.
In der CLC Genomics Workbench werden zunächst unter dem Punkt Transcriptomic Analysis →
RNA-Seq Analysis → Large Gap Read Mapping die getrimmten Sequenzdaten vom jeweiligen
Genotypen (2011-003-013 (Rpv10/Rpv10) und 2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)) und der jeweiligen
Zeitpunkte (0 hpi und 6 hpi) einzeln und für sich ausgewählt. Diese werden innerhalb des Tools
einmal pro Zeitpunkt gegen die entsprechende Referenzsequenz des Rpv10-Lokus gemapped. Das
heißt, die „Reads“ des homozygoten Genotypen (2011-003-013) werden jeweils von 0 hpi und 6
hpi gegen die Sequenz des sequenzierten resistenten Haplotypen des Rpv10-Lokus angeordnet
bzw. die „Reads“ aus dem anfälligen Genotypen zu beiden Zeitpunkten gegen die Sequenz des
anfälligen Haplotypen. Im Anschluss erfolgte die „Transcript discovery“ um das Gentranskript
vorherzusagen (Transcriptiomic Analysis, RNA-Seq-Analyse, Transcript Discovery).
2.2.20 qRT-PCR
Validierung der RNA-Seq-Analysen
Die qRT-PCR wurde ergänzend zu den RNA-Seq-Analysen durchgeführt. Da die verwendeten
Genotypen aus der Arbeit von Jens Dudenhöﬀer nicht mehr zur Verfügung standen, wurden
drei ähnliche Genotypen verwendet. Darunter befanden sich die resistenten Sorten ’Solaris’ und
’Sibera’, die beide Träger des Rpv3.3- als auch des Rpv10-Lokus sind und ’Müller-Thurgau’ als
anfällige Sorte. Von jeder Sorte wurden vier Pﬂanzen eine Woche vor Testbeginn in einer Kli-
makammer adaptiert (Tag-Nacht-Rhythmus von 16 (80 % rF) und 8 (100 % rF) Stunden mit
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24◦C und 22◦C). Das erste und zweite Blatt basiseptal der Triebspitze jeder Pﬂanze ergaben die
Proben vor der Inokulation (0 hpi) mit einer P. viticola-Sporangiensuspension. Nach der ersten
Probennahme wurden das dritte bis fünfte Blatt, von drei der vier Pﬂanzen, mit der Sporan-
giensuspension (30 000 Sporangien/ ml) an der Unterseite der Blätter eingesprüht. Die vierte
Pﬂanze zu jeder Sorte wurde mit Wasser besprüht. Anschließend folgte eine Inkubation (6 hpi)
von sechs Stunden bis zur nächsten Probennahme. Alle Proben wurden in ein Reaktionsgefäß
überführt und direkt in ﬂüssigem Stickstoﬀ schockgefroren. Danach folgte eine RNA-Extraktion
(siehe Abschnitt 2.2.9 Gesamt-RNA-Extraktion) und die cDNA-Synthese (siehe Abschnitt 2.24
cDNA-Synthese).
In Tabelle 2.32 ist der verwendete Master Mix aufgeführt und in Tabelle 2.33 das PCR-Programm
am Real-Time Cycler. Nach dem Auftauen aller Komponenten auf Eis, wurden diese gut gemischt
und erst im Anschluss miteinander vermischt.
Tabelle 2.32: Master Mix der qRT-PCR.
Master Mix Komponente Menge [µl]
2 x Power SYBR® MM 10
Oligonukleotid forward (10 µM) 0,5
Oligonukleotid reverse (10 µM) 0,5
nukleasefreies Wasser 7
cDNA 2
Tabelle 2.33: PCR-Programm zur qRT-PCR.
Temperatur [◦C] Dauer Zyklenzahl




Nach Durchlauf des PCR-Programms wurde eine Schmelzkurven-Analyse der ampliﬁzierten
Fragmente durchgeführt. Anhand der Schmelzkurve lässt sich eine speziﬁsche Aussage dazu
machen, ob eines oder mehrere PCR-Produkte ampliﬁziert wurden. Durch die 7500 Fast Soft-
ware v2.3 wurde der Ct-Wert der untersuchten Gene bestimmt.
Mittels der Ct-Werte konnte die relative Expression der ausgewählten Gene mit Hilfe der ∆∆Ct-
Methode (delta-delta) (Livak and Schmittgen, 2001) ermittelt werden. Die relative Genexpres-
sion wird als „Fold change“ (FC = 2-∆∆Ct) angegeben. Für die Berechnung werden sowohl die
Ct-Werte des untersuchten Gens (GOI), wie auch die Ct-Werte des Referenzgens (RG) benötigt
(siehe Formel 2.1).
FC = 2−((MeanCtGOI−MeanCTRG)ZP 2−(MeanCtGOI−MeanCtRG)ZP 1) (2.1)
Für die Genexpressionsstudien wurden verschiedene Gene ausgewählt. Dazu gehören ABR1,
sERF5, MYB4 und WRKY75, die Refenerenzgene SAND und UBC .
2.2.21 Stilben-Analyse
Für die Stilben-Analysen wurden sieben verschiedene Genotypen (siehe Tab.: 2.1.7) mit verschie-
denen Resistenzloki verwendet. Insgesamt wurden pro Genotyp vier Pﬂanzen in die Analysen
einbezogen. Diese wurden wöchentlich mit Netzschwefel gegen Erysiphe necator (Erreger des
Echten Mehltaus) behandelt (Kreuter, 1990). Von drei der vier Pﬂanzen wurde jeweils das zwei-
te, dritte und vierte Blatt basiseptal der Triebspitze entfernt (Vorbereitung der Blattscheiben
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siehe 2.2.2 Blattscheibentest). Die vierte Pﬂanze wurde jeweils für die Negativ-Kontrolle (Was-
ser) benutzt. Die Probennahme erfolgte zu vier Zeitpunkten (0 hpi (ohne Inokulation), 24 hpi, 48
hpi, 72 hpi). Drei Blattscheiben pro Pﬂanze (insgesamt drei Wiederholungen pro Genotyp) wur-
den zu den Zeitpunkten vom Agar entfernt und die inkokulierten Bereiche mit einem Puncher
(Durchmesser: 3 mm) ausgestochen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Diese wurden
mit einer Feinwaage (>4,5 mg je Probe) eingewogen und bei -72◦C gefroren. Die Positiv-Kontrolle
wurde zu jeder Versuchspﬂanze mitgeführt und zu Beginn für 20 Minuten mit UV-C-Strahlung
(λ = 254 nm) behandelt. Sie wurde in einer separaten Probenschale unter gleichen Bedingun-
gen wie die inokulierten Proben inkubiert und 72 Stunden nach der Behandlung eingefroren.
UV-C-Strahlung ist eine energiereiche Strahlung, die dazu führt, dass der Photosyntheseappa-
rat ein Übermaß an Energie aufbauen muss. Das führt zu ultrastrukturellen Veränderungen der
zellulären Bestandteile. Im schlechtesten Fall kann dies zu einer spontanen Reaktion führen, die
Sauerstoﬀradikale bilden und weiterführend andere Stoﬀe oxidieren können. Dadurch kann es
zum Zelltod des betroﬀenen Gewebes kommen wodurch ebenfalls Stilbene nachweisbar werden.
Für die Extraktion wurden 50 µl Methanol auf die Probe gegeben und das Reaktionsgemisch für
10 Minuten bei 60◦C unter Schütteln inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch fünf Minuten
im Eisbad abgekühlt und danach drei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wur-
de in ein HPLC-Vial (mit Inlet) überführt und die Proben anschließend mit dem Probenrack zur
Analyse in die HPLC gestellt. Für die Messung der sechs Substanzen wurde die SIM-Methode
(selected iron monitoring) verwendet. Die Messungen erfolgten in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe Analytik.
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Abbildung 2.8: Probenvorbereitung zur Stilben-Analyse. Der Blattscheibentest wurden auf 1 %-
Agar aufgelegt und im Anschluss mit einer Sporangiensuspension inokuliert. Die
Negativkontrolle wurde mit Wasser inokuliert und die Positivkontrolle wurde
mitgeführt, um eine Aussage über eine erfolgreiche Infektion machen zu können.
Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden die Blattscheiben vom Agar entnom-
men, insgesamt neun kleine Blattscheiben (3 mm) ausgestochen, diese gewogen
und bei -72◦C bis zur Extraktion gelagert. Zu jedem Genotyp wurde eine UV-
Positivkontrolle nach 72 hpi mitgeführt.
Die Probenvorbereitung und Extraktion der Stilbene erfolgte nach Pezet et al. (2003). Modiﬁziert
wurde die Methodik lediglich in einem Schritt nach der Inkubation auf Eis. Hier wurde ein
Zentrifugationsschritt von drei Minuten bei 13000 rpm eingeschoben. Danach wurden 30 µl des
Überstandes in die HPLC-Vials mit Inlet überführt.
Die Detektion erfolgte mittels HPLC bei der die Trennung über einer Reversed Phase C18 -
Säule stattfand. Die Messung der Stilbene erfolgte mittels DAD (diode-array detector) bei λ =
307 nm (DAD B). Als Eluenten wurden 0,1 % Methansäure in Wasser (Eluent A) und 0,1 %
Methansäure in Acetonitril (Eluent B) verwendet. Die Flussrate in der Analyse betrug dabei 0,4
ml/min mit folgendem Gradienten (Tab.: 2.34).
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Tabelle 2.34: Elutionsmittelgradient für die HPLC zur Identiﬁkation der Stilbene.










Um die interessierenden Substanzen zu identiﬁzieren, wurden verschiedene Referenz-Standards
für Stilbene mit analysiert. Bei den Standard-Substanzen handelt es sich um Astringin, Piceid,
Piceatannol, Resveratrol, ǫ-Viniferin und Pterostilben.
2.2.22 Berechnung der Myzelfläche im Vergleich zwei und sieben
Tage nach Inokulation
Für den Vergleich des inﬁltrierten Myzels zwischen den verschiedenen Genotypen (Tab.: 2.1.7)
wurde die Fläche des inﬁltrierten Myzels zwei und sieben Tage nach der Inokulation über die
Software WinRhizo („Color Analysis“) berechnet. Dafür wurden mikroskopische Aufnahmen
mit gleicher Vergrößerung (100 fache) und Belichtungszeit (eine Minute, Helligkeit 100 %) ver-
wendet. Der Maßstab (200 µm) für die Berechnung musste sowohl vertikal als auch horizontal
angegeben werden. Pro Genotyp wurden drei biologische und zwei technische Wiederholungen
aufgenommen und analysiert. Die Bilder wurden vor dem Import bearbeitet. Hierbei wurden
Blattadern mit Fluoreszenz entfernt.
Als erstes wurde die Analysemethode „Color Analysis“ unter „Analysis/Root & Background
Detection“ angegeben. Nach dem Import der mikroskopischen Bilder wurde zunächst die Maß-
einheit an Hand des Maßstabes für die Berechnung der Fläche festgelegt. Anschließend wurden
die Bereiche an Hand der Farbe markiert, die in die Berechnung einﬂießen (RGB-Code Back-
ground: 91 34 22 10 10 10, Myzelium: 113 119 45 10 10 10, Penetration site: 111 143 112 10 10 10).
Es wurde hierbei zwischen Hintergrund (wird aus der Berechnung ausgeschlossen), intensivster
(Penetration site) und schwächster (Myzelium) Fluoreszenz unterschieden. In die Berechnung
der Fläche werden von der Software alle Bereiche aufgenommen, die sich zwischen den beiden
gewählten Intensitätsstufen im Bildausschnitt beﬁnden. Im Anschluss an diese Einstellungen
wird der Bildausschnitt gewählt. Hierbei wurden sofern vorhanden, die Sporangiophoren und
Sporangien ausgeschlossen, da durch reine „Farbwahl“ auf Grund der gleichen Fluoreszenz, kein
Ausschluss dieser erfolgen konnte. Für alle berechneten mikroskopischen Aufnahmen wurden die
gleichen Einstellungen verwendet.
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Abbildung 2.9: „Color Analysis“ mit WinRhizo. Links beﬁndet sich die mikroskopische Abbil-
dung. Diese wird nach Entfernen der ﬂuoreszierenden Blattadern importiert.
Rechts beﬁndet sich das berechnete Bild nach der Color Analyse mit WinRhizo.
2.2.23 Triparentales Mating
Während der Klonierung wurde der Vektor pLH9070 mit dem entsprechenden Insert (Rpv10#2
bzw. Rpv10#1 ) in E. coli Stellar™ Zellen vervielfältigt. Das Plasmid wurde anschließend isoliert
(Tab.: 2.1.3 Plasmidpräparation) und über PCR und Sequenzierung das richtige Insert identiﬁ-
ziert.
Für das triparentale Mating werden drei verschiedene Ausgangsstämme verwendet, A. tumefa-
ciens EHA101 oder EHA105, in welches das Insert in pLH9070 transferiert (rezipient strain)
werden soll. E. coli HB101 pRK2013 besitzt das F-Plasmid (helper strain) und E. coli Stellar™
enthält das rekombinante Plasmid mit Insert (donor strain) (Eigenschaften der Stämme siehe
Tab.: 2.7 und 2.8). Diese werden zuerst auf den entsprechenden Selektivmedien (EHA101: Kan
50µg/ml und Rif 100 µg/ml, EHA105: Rif 100 µg/ml, HB101 pRK2013: Kan 50µg/ml, Stellar™:
Spec 100 µg/ml) kultiviert. Von den drei Ausgangsstämmen wurde eine ausreichend große Men-
ge der Kolonien mit einem sterilen Stäbchen abgenommen und auf LB-Medium miteinander
vermischt. Anschließend werden sie zwei Tage bei 28◦C inkubiert. Danach werden die am Rand
liegenden Kolonien (Zuwachs) auf Selektivmedium (EHA101 mit rekombinaten Plasmid: Kan
50µg/ml, Spec 100 µg/ml und Rif 100 µg/ml, EHA105: Spec 100 µg/ml und Rif 100 µg/ml)
vereinzelt. Erfolgte eine Konjungation des rekombinanten Plasmides mit Insert nach A. tumefa-
ciens EHA101 oder EHA105, werden Kolonien nach zwei Tagen und 28◦C sichtbar (Schema zur
Methodik siehe Abb.: 2.10) (Zyprian and Kado, 1990).
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Abbildung 2.10: Schema des triparentalen Matings. Schematische Darstellung des triparenta-
len Matings mit den Agrobacterium-Stämmen EHA101 und EHA105, dem F-
Plasmid-tragenden E. coli HB101 pRK2013 und den E. coli Stellar™ mit dem
gewünschten Insert in pLH9070.
Nach der Kultur auf Selektivmedium werden vereinzelte Kolonien zunächst auf einer neuen
Selektiv-Platte ausgestrichen und eine Einzelkolonie in eine Selektivﬂüssigkultur eingerührt. Die
Selektiv-Platte wird erneut bei 28◦C für zwei Tage inkubiert.Die Flüssigkultur wird über Nacht
bei ebenfalls 28◦C auf dem Schüttelinkubator bei 200 rpm inkubiert. Am Folgetag erfolgt eine
Plasmidpräparation. Mittels PCR kann das Vorhandensein des Inserts kontrolliert werden.
2.2.24 Transformation in Kalli verschiedener anfälliger
Vitis-Genotypen
Für die Transformation der Konstrukte (Kandidatengen mit ihrem endogenen Promotor aus
den resistenden Haplotypen) in anfällige Rebsorten (’Riesling’ und ’Chardonnay’) wurde zuvor
embryonales Gewebe aus Antheren gewonnen. In die entstandenen, undiﬀerenzierten, totipo-
tenten Zellen (Kalli, siehe Abb.: 2.11) wurden die Konstrukte über Agrobacterium tumefaciens
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(Stämmen EHA101 und EHA105), transformiert. Die Pﬂanzen-Tranformation wurde in Zusam-
menarbeit mit Dr. Harst der Arbeitsgruppe „In vitro“ durchgeführt.
Abbildung 2.11: Anzucht embryonalen Gewebes am Beispiel von ’Chardonnay’. Im Bild ist em-
bryonales Gewebe auf aktivkohlehaltigem Medium zu sehen. Die Aktivkohle
fängt phenolische Abbauprodukte ab, damit für das embryonale Gewebe opti-
male Wachstumsbedingungen bestehen.
2.2.25 Selektion regenerierter Keimlinge
Die Selektion der regenerativen Keimlinge erfolgte durch eine Doppelselektion mit der Zugabe
der Wirkstoﬀe Kanamycin (100 µg/ml) und Phosphinothricin (7,5 µg/ml) in das Vollmedium.
Beide Selektionsmarker sollten bei erfolgreicher Insertion der T-DNA des pLH9070 Plasmids
(Tab.: 2.1.5) in das Genom der Wirtspﬂanze integriert werden. Werden die transgenen Pﬂanzen
in diesem Schritt mit Kanamycin behandelt, kommt es bei Abwesenheit der entsprechenden Gene
(nptII (Neomycin-Phosphotransferase II) und bar (Phosphinothricin-N-Acetyltransferase)) zum
Absterben der Chloroplasten, was im weiteren Verlauf zu Chlorosen führt. Im Anfangsstadium
verfärben sich die Blätter nach hellgelb. Diese ersten Anzeichen werden durch eine stark vermin-
derte Photosyntheseleistung bewirkt, die im weiteren Verlauf zu einem Absterben der gesamten
Pﬂanze führt. Phosphinotricin, ein Herbizid, inhibiert die Glutaminsynthetase, wodurch die Pho-
torespiration in der Pﬂanze gehemmt wird. Wird die Glutaminsynthetase inhibiert, kann weniger
freies Ammoniak ﬁxiert werden. Durch die ansteigende Ammoniak-Konzentration in den Zellen
wird eine toxische Krise ausgelöst. Beﬁndet sich jedoch, wie in den transgenen Pﬂanzen, das
bar-Gen im Genom der Pﬂanzen, wird das aufgenommene Phosphinothricin acetyliert. Durch
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diese Inaktivierung wird das Wachstum der transgenen Pﬂanze nicht beeinträchtigt. Deshalb
wurden die Pﬂanzen, die ein normales Wachtum aufwiesen, auf Medium ohne Selektionszusät-
ze umgesetzt. Nach entsprechendem Wachstum der Pﬂanzen wurde Blattmaterial entnommen,
gDNA extrahiert (Kap.: 2.2.9) und mittels PCR das Vorhandensein des gewünschten Inserts
geprüft.
Abbildung 2.12: Anzucht transgener Reben am Beispiel von ’Chardonnay’.
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3.1 Bioinformatische Analyse der
Kandidatengensequenzen
Der Rpv10-Lokus wurde von Schwander et al. (2012) mit einer Größe von 79 kb beschrieben
(Schwander, 2012) und wird durch die Marker GF09-65 und GF09-47 begrenzt. Später wurde
dieser durch BAC-Klone sequenziert (Dudenhöﬀer, 2016). Als Vektor wurde der pCUGIBAC1
(10.147 kb)(Luo et al., 2001) verwendet. Dieser wurde aus dem low copy BAC-Vektor pIndigo-
Bac536 und dem high copy Vektor pGEM4Z ligiert. Sequenzen aus dem Rpv10-Lokus wurden
hier mit einer Größe von 89 kb inseriert. Die Kandidatengene Rpv10#1 und Rpv10#2 wurden
aus insgesamt sieben annotierten Genen des Rpv10-Lokus (LG9, 3624 kb - 3703 kb) ausgewählt.
Die Wahl erfolgte durch den Vergleich der sieben Gene mit Genhomologen anderer Spezies.
Der sequenzierte Bereich des resistenten Haplotypen des Rpv10-Lokus ist 83.66 kb und der des
anfälligen Haplotypen beträgt 81.51 kb. Das Kandidatengen Rpv10#1 (anfälliger Haplotyp 883
AS, resistenter Haplotyp 886 AS, Pos. 3682 kb Chr. 9) zeigt eine Homologie zu dem Resis-
tenzgen RPS5 aus A. thaliana und besitzt eine NB-ARC- (Pos. 159 - 431, 276 AS) sowie eine
LRR-Domäne (Pos. 533 - 593, 61 AS). Die kodierende Proteinsequenz des anfälligen Haploty-
pen ist 883 und die des resistenten 886 Aminosäuren lang. Das zweite Kandidatengen Rpv10#2
ist ein Homolog zum Gen für den Transkriptionsfaktor (TF) AP2/ERF (Pos. 3658 kb Chr. 9),
ebenfalls aus A. thaliana. Das Protein besitzt eine AP2-Domäne (Pos. 63 - 119, 57 AS), die im
resistenten Haplotypen 230 und im anfälligen 236 Aminosäuren lang ist.
Diese beiden Kandidatengene wurden untersucht und in beiden Haplotypen charakterisiert.
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Abbildung 3.1: Überblick über die Kandidatengene mit ihren endogenen Promotoren auf DNA-
Ebene. Zwei Alignments jeweils zwischen anfälligen und resistenten Haplotypen.
Die untere Abbildung zeigt das Kandidatengen Rpv10#2 mit CDS sowie zuge-
höriger AP2-Domäne und endogenem Promotor. Die obere Abbildung zeigt das
Kandidatengen Rpv10#1, analog wie oben, mit CDS sowie den beiden kodieren-
den Domänen (NB-ARC und LRR) und die Promotorregion. Die roten Balken
der Konservierung zeigen Stellen an, an denen sich die Sequenzen von einander
unterscheiden, etwa durch SNP’s oder Deletion/Insertion.
Zusätzlich zu den Sequenzinformationen konnten die „Reads“ aus den RNA-Seq-Analysen für
ein „large gap read mapping“ genutzt werden. Damit erfolgte eine Vorhersage der tatsächlichen
Transkripte und ihrer kodierenden Sequenz (CDS). Die Analyse („large gap read mapping“)
wurde auf dem gesamten Rpv10-Lokus für den anfälligen sowie für den resistenten Haplotypen
(und die Zeitpunkte 0 hpi und 6 hpi) durchgeführt und die Ergebnisse in den Abbildungen 3.2
und 3.3 gegen übergestellt.
Die vorhergesagte CDS des „large gap read mapping“ zeigt im Kandidatengen Rpv10#1 eine
deutliche Veränderung der CDS zwischen 0 und 6 hpi, aber auch von anfällig zu resistent. Wäh-
rend es bei diesem Kandidaten im anfälligen Haplotypen zu keiner Änderung der CDS nach
Befall des Pathogens kommt, wird im resistenten Haplotypen die kodierende Sequenz vollkom-
men verändert. Hierbei kommt es zu einer „Verkürzung“ der CDS (6 hpi). Dabei bleibt nur noch
ein Teil der kodierenden NB-ARC-Domäne erhalten. Die kodierende LRR-Domäne scheint nach
der frühen Interaktion nicht mehr transkribiert zu werden (Abb. 3.3).
Für das Kandidatengen Rpv10#2 kann im anfälligen Haplotypen eine CDS innerhalb des Gens
vorhergesagt werden. Diese ist sechs Stunden nach der Inokulation nicht mehr in der kodierenden
Sequenz vorhanden. Im resistenten Haplotypen kann zu beiden Zeitpunkten keine Vorhersage
der möglichen CDS aus den Transkripten erfolgen (Abb. 3.2).
3.1.1 Kernimportsignale (NLS)
Die NLS wurden für die beiden Kandidatengene (Rpv10#1 und Rpv10#2 ) und deren Haplo-
typen untersucht. Es konnte jeweils ein NLS in den beiden Haplotypen des Kandidatengens
Rpv10#2, welches Homologien zu den Transkriptionsfaktor AP2/ERF ausweist, gefunden wer-
den. Das NLS beﬁndet sich innerhalb der Proteinsequenz unmittelbar vor der AP2-Domäne
(Pos. 49 - 55, 7 AS). In beiden Haplotypen ist das Signal an gleicher Position mit gleicher Se-
quenzabfolge (PATKGR) positioniert und gehört zur NLS-Klasse 2.
Innerhalb des Kandidatengens Rpv10#1 konnte kein NLS gefunden werden.
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Abbildung 3.2: Ergebnisse des „Large Gap Read mapping“ (Rpv10#1 (unten) und Rpv10#2
(oben) auf DNA-Ebene) im anfälligen Rpv10-Lokus. Der anfällige Haplotyp des
Rpv10-Lokus ist jeweils zum Zeitpunkt 0 hpi und 6 hpi miteinander im Ver-
gleich abgebildet. Dabei wurde hier nur der Ausschnitt der beiden Kandidaten-
gene betrachtet. Die Promotorregion ist in grün vor dem Gen dargestellt. Gelb
sind die in silico-Vorhersagen der CDS, pink ist die Darstellung der durch die
RNA-Seq-Analyse ermittelten CDS und die andersfarbigen Pfeile sind jeweils die
kodierenden Domänen im jeweiligen Kandidatengen.
3.1.2 Nucleotide Binding Site (NBS) Motive
Die NBS-Motive (Kap.: 2.2.1) wurden ausschließlich im Kandidatengen Rpv10#1 gesucht, da
hier in beiden Haplotypen die NB-ARC-Domäne vorliegt. Von den fünf Motiven in der Recherche
wurden zwei Motive identiﬁziert. Diese sind in beiden Haplotypen an gleicher Position gleich
und nicht durch SNP´s verändert. Das Motiv NBS-I wurde an Position 178 - 185 gefunden
(GGVGKTTL) und NBS-VI beﬁndet sich an Position 342 - 348 (KGLPLAL). Für die beiden
mittleren Klassen (NBS II und III) wurden keine Übereinstimmungen gefunden.
3.1.3 Leucine Rich Repeat (LRR) Motive
Wie die NBS-Motive wurden auch die LRR-Motive ausschließlich im Kandidatengen Rpv10#1
gesucht, da hier die schon vorhergesagten Domänen die Suche nahe legen. Es wurde bei der
Suche in drei verschiedene Motive unterschieden (Kap.: 2.2.1). Von diesen Motiven konnte das
LRR-core-Motiv in beiden Haplotypen 17 mal gefunden werden (Tab.: 3.1). Dabei zeigt sich
ein verstärktes Auftreten nach der NB-ARC-Domäne. Innerhalb dieses Bereiches konnte sowohl
das LRR-core-extended-Motiv einmal gefunden werden, als auch zwei mal das RPS5-speziﬁsche
LRR-Motiv. Die Tabelle 3.1 zeigt alle gefundenen LRR-Motive in den kodierenden Sequenzen
der beiden Haplotypen. In Motiven, die sich an gleicher Position beﬁnden, jedoch durch SNP´s
von einander abweichen, wurden die sich unterscheidenden Aminosäuren in grün hervorgehoben.
Dabei konnten insgesamt 17 SNPs in 20 gefundenen Motiven nachgewiesen werden.
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LRR-core-Motiv VGLDLMF 151 - 157 -
LRR-core-Motiv MGLDLMF - 151 - 157
LRR-core-Motiv DRLNLME 262 - 268 262 - 268
LRR-core-Motiv KGLPLAL 342 - 348 342 - 348
LRR-core-Motiv RSLKLAC 450 - 456 450 - 456
LRR-core-Motiv MALWLSC 476 - 482 476 - 482
LRR-core-Motiv EELSLSP 523 - 529 -
LRR-core-Motiv EGLSLSP - 523 - 529
LRR-core-Motiv CFLNLRT 530 - 536 530 - 536
LRR-core-Motiv RVLDLSS 559 - 565 -
LRR-core-Motiv RVLDLSY - 559 - 565
LRR-core-Motiv VELPLEI 570 - 576 570 - 576
LRR-core-Motiv EFLNLAW 583 - 589 -
LRR-core-Motiv EFLNLAR - 583 - 589
LRR-core-Motiv RCLILDD 606 - 612 -
LRR-core-Motiv RCLILDN - 606 - 612
LRR-core-Motiv TSLMLQK 680 - 686 680 - 686
LRR-core-Motiv ICLGLQV 695 - 701 -
LRR-core-Motiv VELPLSA 702 - 708 -
LRR-core-Motiv VELPLST - 702 - 708
LRR-core-Motiv QFLDLTW - 754 - 760
LRR-core-Motiv PSLELLW 765 - 771 -
LRR-core-Motiv PSLELLC - 765 - 771
LRR-core-Motiv VKLWLHD 804 - 810 -
LRR-core-Motiv VVLWLRG - 804 - 810
LRR-core-Motiv RKLPLNS 839 - 845 839 - 845
LRR-core-extended-Motiv LVKLWLHDL 803 - 811 -
LRR-core-extended-Motiv LVVLWLRGL - 803 - 811
RPS5-speciﬁsches LRR-Motiv LRCLILDDIRKL 605 - 616 -
RPS5-speciﬁsches LRR-Motiv LRCLILDNIWKL - 605 - 616
RPS5-speciﬁsches LRR-Motiv LVKLWLHDLPNL 803 - 814 -
RPS5-speciﬁsches LRR-Motiv LVVLWLRGLPNL - 803 - 814
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Abbildung 3.3: Ergebnisse des „Large Gap Read mapping“ (Rpv10#1 (unten) und Rpv10#2
(oben) auf DNA-Ebene) im resistenten Rpv10-Lokus. Der resistente Haplotyp
des Rpv10-Lokus ist jeweils zum Zeitpunkt 0 hpi und 6 hpi mit einander im
Vergleich abgebildet. Dabei wurde hier nur der Ausschnitt der beiden Kandi-
datengene betrachtet. Die Promotorregion ist in grün vor dem Gen dargestellt.
Gelb sind die in silico-Vorhersagen der CDS, pink ist die Darstellung der durch
die RNA-Seq-Analyse ermittelten CDS und die andersfarbigen Pfeile sind jeweils
die kodierenden Domänen im jeweiligen Kandidatengen.
3.1.4 Motive von Peptidsegmenten in Nucleotide Binding Sites
(NBS)
Die bioinformatischen Untersuchungen der Motive erfolgte an der kodierten Proteinsequenz des
jeweiligen Kandidatengens. Dafür erfolgte vorab eine Translation aus den entsprechenden DNA-
Regionen der Kandidatengene.
Im Kandidatengen Rpv10#1 wurden in der kodierenden Sequenz des anfälligen Haplotypen acht
Kinase-Motive vom Typ -1a, -2 und -3a und im resistenten sechs Kinase-Motive (Typ -1a, -2)
gefunden (Tab.: 3.2). Innerhalb der Kinase-Motive gab es keine SNP’s. 13 Motive vom Typ 2
der NMP-Motive konnten in beiden Haplotypen identiﬁziert werden (Tab.: 3.3). In einem der
Motive, welches in beiden Haplotypen an gleicher Position gefunden wurde, kam es zu einem
SNP (grün dargestellt, Tab.: 3.3).
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Tabelle 3.2: Kinase-2 Motive des kodierten Proteins aus dem Kandidatengen Rpv10#1.
Position des Motivs
Kinase-Motiv resistenter Haplotyp anfälliger Haplotyp Domäne
Kinase-1a GIGGVGKTT 176 - 184 176 - 184 NB-ARC
Kinase-2 NLSKD 44 - 48 -
Kinase-2 KGHFD 127 - 131 127 - 131
Kinase-2 TAPDD - 226 - 230 NB-ARC
Kinase-2 VILLD 254 - 258 254 - 258 NB-ARC
Kinase-2 KFSYD 390 - 394 390 - 394 NB-ARC
Kinase-2 LILDD 608 - 612 -
Kinase-2 NIEKD - 639 - 643
Kinase-3a AFSLFR - 311 - 316 NB-ARC
Kinase-3a EFQGCY - 716 - 721
Tabelle 3.3: NMP-Motive des kodierten Proteins aus dem Kandidatengen Rpv10#1.
Position des Motivs
NMP2-Motiv resistenter Haplotyp anfälliger Haplotyp Domäne
CLEDEQ 163 - 168 163 - 168 NB-ARC
QKINNE 187 - 192 187 - 192, 636 - 641 NB-ARC
VILLDD 254 - 259 254 - 259 NB-ARC
CLTRDE 305 - 310 305 - 310 NB-ARC
KIVVEE 335 - 340 335 - 340 NB-ARC
PQEWEQ - 361 - 366 NB-ARC
SYDHLD 392 - 397 392 - 397 NB-ARC
VLDHGQ - 493 - 498
VQLIEA 497 - 502 -
EFLNLA 583 - 588 583 - 588 LRR
CLILDD 607 - 612 -
ELQELE 652 - 657 652 - 657
EIIGSD - 780 - 785
ELLWIE 768 - 773 -
SYVMEE 775 - 780 -
ELEWED 864 - 869 -
ELERED - 864 - 869
3.1.5 Vergleich des anfälligen und resistenten Haplotypen des
Kandidatengens Rpv10#1 - Unterschiede in der
DNA-Sequenz zur Aminosäuresequenz
In der NB-ARC-Domäne (Tab.: 3.5) wurden zwischen den beiden Haplotypen 24 Mutationen
gefunden. Bei sieben der Mutationen handelt es sich um eine silent-Mutation (blau). Die anderen
17 Mutationen führen zu einer missense-Mutation, von der es bei acht Mutationen (orange) zu
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einer Änderung der Aminosäureeingenschaft kommt. Die übrigen neun missense-Mutationen
verlaufen ohne Eigenschaftsänderung der kodierten Aminosäuresequenz (dunkel grün).
Für die Bestimmung der Mutationen in der LRR-Domäne wurde eine schematische Abbildung
(Abb.: 3.4) angefertigt. Alle Mutationen wurden analog zur NB-ARC-Domäne in Tabelle 3.4
mit ihren Positionen aufgelistet. Insgesamt beﬁnden sich sieben Mutationen innerhalb der LRR-
Domäne. Davon bleiben zwei der Mutationen still (blau), zwei weitere gehen ohne Änderung der
Aminosäureeigenschaft (dunkel grün) einher und bei den restlichen drei misssense-Mutationen
kommt es zur Änderung der Aminosäureeigenschaft der kodierten Aminosäuresequenz (oran-
ge).
Innerhalb des Kandidatengens Rpv10#2 beﬁndet sich eine silent-Mutation in der kodierten
AP2-Domäne an Position 21 im Protein. Dabei handelt es sich um ein Alanin, welches jeweils














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Für die Untersuchung der Promotoren wurden die verschiedenen Promotorelemente (Ergebnisse
aus den Tools (SOGO (Higo et al., 1999) und PlantCare (Lescot et al., 2002)), die in Verbindung
mit Pathogenabwehr stehen, auf dem codogenen Strang annotiert. Dabei konnte in der Promo-
torregion des anfälligen Haplotypen des Kanidatengens Rpv10#1 eine Länge von 629 bp und
im resistenten eine Länge von 634 bp vorhergesagt werden. In diesem Bereich wurden 16 SNP’s
gefunden und insgesamt zwei Insertionen/Deletionen aufgedeckt. Das erste Indel hat eine Länge
von 6 bp und beﬁndet sich als Insertion im resistenten Genotypen. Dieser Bereich beﬁndet sich
innerhalb der TATA-Box.
Das Kandidatengen Rpv10#2 zeigt für die Promotorbereiche in beiden Haplotypen eine Länge
von 1323 bp. In diesem Bereich konnten beim Vergleich der beiden Haplotypen 40 SNP’s identi-
ﬁziert und insgesamt fünf Indels gefunden werden. Die Länge der Indels ist unterschiedlich und
reicht von 1 bp bis 8 bp. Eines der längeren Indels liegt dabei in einer guaninreichen-Region.
Hier liegt ein Wechsel zwischen Guanin und Adenin vor, wobei öfter Guanin auftritt. Im ersten
Indel (7 bp lang) wechseln sich hingegen Adenin und Thymin ab. Somit beﬁndet sich das erste
Indel innerhalb der TATA-Box.
3.2 Kandidatengene
Zu den bioinformatischen Analysen wurden die molekularbiologischen Analysen zu den beiden
Kandidatengenen Rpv10#1 und Rpv10#2 durchgeführt. Die beiden Kandidatengene wurden
aus den BAC-Klonen (Tab.: 2.9) mit ihrem endogenen Promotor ampliﬁziert, isoliert und klo-
niert. Dies erfolgte für den anfälligen sowie für den resistenten Haplotypen.
3.2.1 Klonierung der Kandidatengene
Die Ampliﬁkate (Abb.: 3.5) der Kandidatengene mit ihrem Promotor wurden durch homologe
Rekombination (In-Fusion®) in den Vektor pLH9070 eingebracht. Die Längen der eingebrach-
ten Ampliﬁkate sind in Tabelle 3.6 aufgeführt. Vor der Sequenzierung und Klonierung wurden
die Ampliﬁkate teilweise mit BglII restringiert, wobei die unterschiedlichen Ampliﬁkate eine
verschiedene Anzahl an BglII-Schnittstellen besitzen (Tab.: 3.6). Konnte das erwartete Restrik-
tionsmuster der Klone erzeugt werden, wurden positive Klone für die Sequenzierung vorbereitet.
Nach Sicherstellung der Richtigkeit des Ampliﬁkates erfolgte die Sequenzierung.
Tabelle 3.6: Länge der klonierten Ampliﬁkate in dem Vektor pLH9070 (10074 bp).
Ampliﬁkat Insertgröße [bp] BglII-Schnittstellen
gesamt Rpv10#1 resistent 4899 3
gesamt Rpv10#1 anfällig 5095 5
gesamt Rpv10#2 resistent 2743 2
gesamt Rpv10#2 anfällig 2477 2
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Abbildung 3.5: Ampliﬁkate der Kandidatengene Rpv10#1 und Rpv10#2 mit ihrem endogenen
Promotor.
Abbildung 3.6: Restriktion der rekombinanten Plasmide mit BglII von Rpv10#1 und Rpv10#2
und ihrem endogenen Promotor nach Klonierung in den Vektor pLH9070. Die
Restriktion der beiden Kandidatengene des resistenten Haplotypen ergab die er-
warteten Banden. Die Länge der für Rpv10#1 entstandenen Fragmente mit einer
Größe von 10074 bp (Vektor), 4268 bp und 861 bp (Insert) sowie für Rpv10#2,
10074 bp (Vektor), 3010 bp (Insert).
Nach der Klonierung wurde der Vektor mit dem entsprechenden Insert wieder über eine BglII-
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Restriktion überprüft (Abb. 3.6). Nachdem das richtige Insert im Vektor inseriert war, fand das
„triparentale Mating“ statt, um anschließend die Konstrukte über Agrobakterien-Transformation
in für Falschen Mehltau anfällige in vitro Pﬂanzen einzubringen.
3.2.2 3’-RACE-Analyse
Mit Hilfe der 3’-RACE konnten Ampliﬁkate erzeugt werden, die jedoch bei der Sequenzierung
kein Ergebnis lieferten. Absicht war es das wahre 3´-Ende des Genes Rpv10#1 zu erhalten. Bei
der Wiederholung dieser Methode sollten die Ampliﬁkate kloniert werden.
Abbildung 3.7: Ampliﬁkate der 3’-RACE-PCR.
3.2.3 5’-RACE-Analyse
Durch die 5’-RACE konnte nur der Bereich in dem sich die vorhergesagten Domäne beﬁnden,
ampliﬁziert werden. Die Kombination von Oligonukleotiden im vorderen Bereich des Gens (au-
ßerhalb der NB-ARC-Domäne) erzeugten kein Ampliﬁkationsprodukt.
3.2 Kandidatengene 61
Abbildung 3.8: Ampliﬁkate der 5’-RACE-PCR
3.2.4 CR-RT-PCR
Abbildung 3.9: Ampliﬁkate der CR-RT-PCR.
Über die CR-RT-PCR konnte das Gentranskript des anfälligen Haplotypen untersucht werden.
Es konnte gezeigt werden, dass im 3’-Bereich des Gens 481 bp entfernt werden. Innerhalb dieses
deletierten Sequenzbereiches beﬁndet sich die LRR-Domäne. Die Deletion beginnt bereits 80
bp vor der LRR-Domäne. Nach der Deletion läuft die Sequenzabfolge lückenlos bis zu einem
gewissen Punkt weiter (Abb.: 3.10).
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Abbildung 3.10: Darstellung des Kandidatengens Rpv10#1 s nach CR-RT-PCR.
3.3 RNA-Seq-Analyse
3.3.1 Anzahl der differentiell exprimierten Gene (DEGs)
Resistenzträger zeigen bereits wenige Stunden nach der Inokulation mit P. viticola eine speziﬁ-
sche physiologische Reaktion auf das Pathogen (Kortekamp and Zyprian, 2003; Figueiredo et al.,
2016; Ali et al., 2012). Gene, die durch den Rpv10 und Rpv3 Lokus vermittelt wurden und in die
frühe Signalweiterleitung der Pathogenabwehr involviert sind, wurden in der RNA-Seq-Studie
an zwei Zeitpunkten evaluiert. Es wurde die diﬀerentielle Genexpression vor und 6 hpi nach
Inokulation mit dem Pathogen P. viticola untersucht.
Insgesamt durchliefen 1640 Gene eine transkriptionelle Änderung um mehr als das 2-fache. In
Abb.: 3.11 ist die Anzahl aller diﬀerentiell exprimierten Gene (DEG) in den drei Genotypen
(2011-003-013 (Rpv10/Rpv10), 2008-059-121 (Rpv10/Rpv3), 2008-059-020 (Rpv-/Rpv-) verdeut-
licht. Sie zeigt die DEG, die gemeinsam exprimiert werden, nur von zwei Genotypen oder speziell
nur in einem Genotypen aktiv waren. Insgesamt werden 269 Gene nach 6 hpi von allen drei Ge-
notypen diﬀerentiell exprimiert. Gemeinsam in den beiden resistenten Genotypen werden 307
DEG reguliert. Die Homozygote zeigt 287 DEG, die nicht in den anderen beiden Genotypen
diﬀerentiell exprimiert werden. Bei 2008-059-121 (Rpv10/Rpv3) sind es über 400 DEGs. Im an-
fälligen Kontrollgenotypen waren dagegen nur 158 DEG aufzuﬁnden.
Tabelle 3.7 zeigt eine Zusammenfassung der absoluten und relativen hoch- und ab-regulierten
DEGs aller drei Genotypen. Dabei beﬁnden sich die meisten hoch-regulierten DEGs in den
beiden resistenten Genotypen. Die Homozygote (2011-003-013 (Rpv10/Rpv10) besitzt insgesamt
327 mehr induzierte Gene als der anfällige Kontrollgenotyp (2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)), von
denen 166 Gene hoch- und 161 ab-reguliert sind. Der Genotyp mit den beiden Resistenzloki
(2008-059-121 (Rpv10/Rpv3)) zeigt die höchste Zahl an regulierten DEGs.
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Abbildung 3.11: Darstellung der Schnittmengen zwischen allen DEGs der drei Genotypen aus
der RNA-Seq. Das Venn-Diagramm der drei verwendeten Genotypen aus der
RNA-Seq-Studie (2011-003-013 (Rpv10/Rpv10), 2008-059-121 (Rpv10/Rpv3),
2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)) (Fröbel et al., 2019).
Tabelle 3.7: Absolute und relative Darstellung von exprimierten DEGs aller drei Genotypen aus
der RNA-Seq-Berechnung (Fröbel et al., 2019).
Anzahl der DEGs Anzahl der DEGs [%]
Genotyp Insgesamt hoch-reguliert ab-reguliert hoch-reguliert ab-reguliert
2011-003-013
(Rpv10/Rpv10)
957 517 440 54,1 45,9
2008-059-121
(Rpv10/Rpv3)
1011 525 486 51,9 48,1
2008-059-020
(Rpv-/Rpv-)
630 351 279 55,7 44,3
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3.3.2 Cluster-Analyse und Einteilung nach Gene Ontology (GO)
Die DEGs aus jedem Genotyp wurden auf Basis ihres Expressionsverhaltens in fünf verschie-
dene Cluster eingeteilt (Tab.: 3.8). Für die Cluster-Analyse wurde der k-Means-Algorithmus
verwendet (Lloyd, 1982).
Tabelle 3.8: Expression der DEGs aller drei Genotypen nach Einteilung verschiedener Cluster
(Fröbel et al., 2019).
2011-003-013 (Rpv10/Rpv10)
Cluster Intervall Expressionsänderung Regulation Anzahl der DEGs [%]
1 -0,64 bis 0,57 1,21 up 28,0
2 -1,08 bis 0,63 2,92 up 13,7
3 -1,26 bis 1,19 2,45 up 13,2
4 0,60 bis -0,76 1,36 down 33,5
5 1,20 bis -1,77 2,97 down 11,6
2008-059-121 (Rpv10/Rpv3)
1 -0,71 bis 0,55 1,26 up 24,6
2 -1,03 bis 0,74 1,77 up 19,4
3 -1,78 bis 1,31 3,09 up 6,8
4 1,33 bis -1,29 2,62 down 8,9
5 0,60 bis -0,77 1,37 down 40,3
2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)
1 -0,65 bis 0,46 1,11 up 29,1
2 0,56 bis -0,77 1,33 down 32,7
3 -1,27 bis 0,66 1,93 up 19,1
4 1,60 bis -1,67 3,27 down 10,1
5 -1,64 bis 1,13 2,77 up 9,0
Die Gene in den Clustern wurden anhand ihrer VIT-Annotationen (http://genomes.cribi.
unipd.it/grape) den entsprechenden GO-Termen (GO http://geneontology.org) zugeord-
net. Dadurch konnten innerhalb der ersten großen Untergruppen („Biologische Prozesse“, „Mo-
lekulare Funktion“, „Zelluläre Komponenten“) Verteilungsunterschiede bewertet werden. Dabei
zeigte sich, dass die größte Gruppe in allen Clustern und Genotypen zur Untergruppe „Biologi-
sche Prozesse“ gehört.
Die Untergruppe „Biologische Prozesse“ wurde anschließend genauer untersucht. Dabei erfolgte
eine weitere Untergliederung in drei Unterklassen („Signaling“, „Defense response“, „Receptor“).
Zu diesen Unterklassen gehören jeweils wieder verschiedene Sub-Terme (Tab.: A.5). Die drei
Unterklassen („Signaling“, „Defense response“, „Receptor“) scheinen eine wichtige Rolle in der
Pathogen-Abwehr und dem physiologischen Mechanismus dahinter zu spielen. Von diesen Genen
beﬁnden sich in den beiden resistenten Genotypen mehr als 200 Gene mehr als im anfälligen
Genotyp. Die größte Unterklasse in allen Genotypen und Clustern bildet die Klasse „Signaling“.
In den ab-regulierten Clustern bildet die kleinste Gruppe die Klasse „Defense response“.
3.3 RNA-Seq-Analyse 65
Tabelle 3.9: Anteil (in Prozent) an regulierten Genen in der Untergruppe „Biologische Prozesse“
in den verschiedenen Clustern der drei Genotypen im Test (Fröbel et al., 2019).
2011-003-013 (Rpv10/Rpv10)
„Biologischer Prozess“ Cluster 1 ↑ Cluster 2 ↑ Cluster 3 ↑ Cluster 4 ↓ Cluster 5 ↓
„Signaling“ 37,93 % 19,67 % 45,31 % 26,58 % 37,50 %
„Defense response“ 14,66 % 14,75 % 18,75 % 8,23 % 2,08 %
„Receptor“ 11,21 % 19,67 % 12,50 % 12,66 % 10,42 %
#Gene im Cluster 116 61 64 158 48
2008-059-121 (Rpv10/Rpv3)
„Signaling“ 24,53 % 23,71 % 36,11 % 21,05 % 16,28 %
„Defense response“ 18,87 % 20,62 % 16,67 % 7,89 % 8,37 %
„Receptor“ 12,26 % 17,53 % 11,11 % 18,42 % 15,81 %
#Gene im Cluster 106 97 36 38 215
2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)
Cluster 1 ↑ Cluster 2 ↓ Cluster 3 ↑ Cluster 4 ↓ Cluster 5 ↑
„Signaling“ 34,72 % 23,71 % 23,08 % 29,03 % 37,93 %
„Defense response“ 11,11 % 2,06 % 19,23 % 9,68 % 13,79 %
„Receptor“ 16,67 % 19,59 % 17,31 % 12,90 % 6,90 %
#Gene im Cluster 72 97 52 31 29
3.3.3 Gene auf Chromosom 16
Auf Chromosom 16 beﬁnden sich auf zwei aufeinander folgenden Clustern ein PAL-Cluster
(598409 nach 779568 (181159 bp)) mit 15 PAL-Genen und ein STS-Cluster (17763417 nach
18195313 (431896 bp)) mit 35 STS-Genen. Im PAL-Cluster wird im homozygoten Genotyp
(2011-003-013 Rpv10/Rpv10) das PAL-Gen VIT_216s0039g01110 stark hoch-reguliert (FC 635),
wobei es in den anderen beiden Genotypen sehr viel weniger hoch-reguliert wird (Tab.: 3.11).
Im STS-Cluster zeigt sich ein sehr starker Unterschied in der Aktivität der STS-Gene zwischen
den drei Genotypen. Von den 35 STS-Genen, die sich in dem Cluster beﬁnden, sind im ho-
mozygoten Genotypen (2011-003-013 Rpv10/Rpv10) 27 STS-Gene extrem hoch-reguliert (FC
>1000) (Tab.: 3.13). In den anderen beiden Genotypen hingegen sind jeweils nur 15 (2008-059-
121 Rpv10/Rpv3) und sieben (2008-059-020 Rpv-/Rpv-) STS-Gene hoch-reguliert.
In der Auswertung der RNA-Seq-Ergebnisse, sind noch weitere Gene aufgefallen, die in den ver-
schiedenen Genotypen unterschiedlich stark hoch-reguliert erschienen. Eines dieser Gene kodiert
für den Ethylen responsiven Transkriptionsfaktor 5 (ERF5, VIT_216s0013g01120). Transkripte
dieses Transkriptionsfaktors werden 20-fach im anfälligen Kontrollgenotypen induziert, 52-fach
im Rpv10/Rpv3-Genotypen und 80-fach in der homozygoten Variante. Zwei weitere interessan-
te Gene regulatorischer Faktoren kodieren für den MYB4-Faktor (VIT_205s0049g01020), sowie
den Transkriptionsfaktor WRKY75 (VIT_214s0068g01770). Beide Faktoren sind in den resisten-
ten Genotypen sehr stark induziert. Für die Validierung dieser Ergebnisse wurde im Anschluss
eine qRT-PCR mit den kodierenden Genen für ERF5 (VIT_216s0013g01120) und WRKY75
(VIT_214s0068g01770) durchgeführt (Ergebnisse RNA-Seq Tab.: 3.10, Ergebnisse qRT-PCR
Tab.: 3.15).
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Weiterhin konnten bekannte Pathogen bezogene Proteine (PR-Proteine) (van Loon et al., 2006;
Jain and Kumar, 2015) gefunden werden, die eine starke Hochregulation zeigten. Bei den Genen
handelt es sich um PR1 auf Chromosom 3 und PR10.3 auf Chromosom 5.
Interessanterweise wurden keine Resistenzgen-Analoga vom Typ NBS-LRR im Rpv10-Lokus auf
Chromosom 9 gefunden, die zu diesem frühen Zeitpunkt der Wirt-Pathogen-Interaktion eine
Induktion auswiesen.
Für die Validierung der Transkriptom-Analysen wurden auf der Liste der 100 am höchst indu-
zierten Gene zwei Transkriptionsfaktoren (WRKY75 und ERF5) ausgewählt (Tab.: 3.10).







Gene Regulation FC Regulation FC Regulation FC
WRKY75
(VIT_214s0068g01770)
↑ >1500 ↑ >1500 ↑ 3,0
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3.3.4 Die Gene des Rpv10-Lokus in der RNA-Seq-Analyse
Nach den RNA-Seq-Analysen konnte auch die Expression der neun Gene des Rpv10-Lokus be-
wertet werden (Tab. 3.14). Einige dieser Gene sind dabei hoch- andere herab-reguliert. Die beiden
Kandidatengene sind in blau dargestellt (VIT_209s0002g03940 (Rpv10#1 ) und VIT_209s0002g
03980 Rpv10#2 ). Der FC für VIT_209s0002g03980 (Rpv10#2 ) liegt in allen Genotypen zwi-
schen 1,102 und 1,79 so dass keine große Veränderung erkennbar ist. Anders ist es jedoch beim
zweiten Kandidatengen (VIT_209s0002g03940). In den beiden resistenten Genotypen (2011-
003-013, 2008-059-121) wird das Gen herab-reguliert während es im anfälligen (2008-059-020)
hoch-reguliert wird. Die Expressionsdiﬀerenz liegt dabei bei 3,663 zwischen dem homozygoten
und 4,247 zwischen 2008-059-121 und dem anfälligen Genotypen.
Das Gen mit der Annotation VIT_209s0002g03910 zeigt in diesen ersten Stunden der Infektion
sehr starke Unterschiede zwischen den beiden resistenten und dem anfälligen Genotypen. Dabei
liegt der FC in den beiden resistenten Genotypen bei 1500 während er im anfälligen Genotypen
bei 1 liegt. Ebenfalls interessant ist das Gen VIT_209s0002g04000. Hier liegt in den beiden resis-
tenten Genotypen eine hoch-Regulation von FC 1,059 (2011-003-013) und 1,401 (2008-059-121)
vor. Im anfälligen Genotypen wird das Gen mit einen FC von -1,38 herab-reguliert.
Nach den QTL-Berechnungen liegen die Gene VIT_209s0002g03920 und VIT_209s0002g03910




































































































































































































































































































































































































































































































„Large gap read mapping“ im Rpv10-Lokus und „Transcript discovery“
Für diese Untersuchung wurde die Sequenz des Rpv10-Lokus aus dem anfälligen und dem re-
sistenten Haplotypen sowie die „Reads“ aus der RNA-Seq-Analyse der unterschiedlichen Geno-
typen genutzt. In den Abbildungen 3.12 (Kandidatengen Rpv10#2 ) und 3.13 (Kandidatengen
Rpv10#1 ) sind die Alignments zwischen dem anfälligen und resistenten Haplotypen des Rpv10-
Lokus und den Zeitpunkten 0 hpi und 6 hpi dargestellt.
Im Kandidatengen Rpv10#2 (Abb. 3.12) wird im anfälligen Genotypen zum Zeitpunkt 0 hpi ein
Gentranskripte vorhergesagt. Dieses beﬁndet sich zum Teil innerhalb der vorhergesagten Pro-
motorregion, zwischen Gen und Promotor und im Gen. Die Vorhersage des Transkriptes ﬁndet
nur in diesem Haplotypen und zu diesem Zeitpunkt statt. Zu den anderen Zeitpunkten und
ebenfalls im resistenten Haplotypen erfolgt keine Vorhersage.
Existierende Unterschiede und Abweichungen in den Ergebnissen aus der RNA-Seq-Analyse zu
den Studien speziell am Rpv10-Lokus. Für das „Large gap read mapping“ wurden die sequen-
zierten BAC-Klon-Sequenzen verwendet und für die RNA-Seq-Analyse zu diesem Zeitpunkt
aktuellste P. viticola-Genom (Yin et al., 2017). So wurden im „Large gap read mapping“ keine
Transkripte im Bereich von Rpv10#2 vorhergesagt (ausgenommen im anfälligen Haplotypen bei
0 hpi).
Abbildung 3.12: Vorhersage des Gentranskriptes im Kandidatengen Rpv10#2. Die Abbildung
zeigt den Bereich, in dem sich das Kandidatengen Rpv10#2 auf der DNA-
Sequenz beﬁndet. Es wurde der anfällige und der resistente Haplotyp zu den
jeweils zwei Zeitpunkten 0 hpi und 6 hpi gegeneinander angeordnet. Die Kon-
servierung zeigt an welchen Stellen der Sequenz ein SNP auftritt. Grün Promo-
torbereich; gelb CDS; pink CDS aus der RNA-Seq-Analyse; blau AP2 -Domäne.
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Abbildung 3.13: Vorhersage des Gentranskriptes im Kandidatengen Rpv10#1. Die Abbildung
zeigt den Bereich in dem sich das Kandidatengen Rpv10#1 auf der DNA-
Sequenz beﬁndet. Es wurde der anfällige und der resistente Haplotyp zu den
jeweils zwei Zeitpunkten 0 hpi und 6 hpi gegeneinander angeordnet. Die Konser-
vierung zeigt an welchen Stellen der Sequenz ein SNP auftritt. Grün Promotor-
bereich; gelb CDS; pink CDS aus der RNA-Seq-Analyse; lila NB-ARC -Domäne;
oliv-grün LRR-Domäne.
Im Kandidatengen Rpv10#1 (Abb. 3.13) wird im anfälligem Haplotypen zu beiden Zeitpunkten
das gleiche Gentranskript vorhergesagt. Dieses beﬁndet sich innerhalb der CDS des Gens und
wenige Basenpaare vor der NB-ARC-Domäne. Im resistenten Haplotypen ist die Vorhersage im
Vergleich zu dem anfälligen unterschiedlich. Diese Unterschiede zeigen sich hier auch zwischen
den verschieden Zeitpunkten. Vor der Inokulation mit dem Pathogen wird ein ausgedehntes
Gentranskript über die CDS des Gens vorhergesagt. Dieses beginnt mit der CDS und schließt
nahezu alle Domänen mit ein. Lediglich wenige Basenpaare der NB-ARC-Domäne sind aus
der Vorhersage ausgeschlossen. Nach 6 hpi verändert sich die Vorhersage des Transkriptes und
reduziert sich auf einen begrenzten Bereich von 363 bp (Gesamtlänge der Domäne 783 bp)
innerhalb der NB-ARC-Domäne.
3.4 Validierung der RNA-Seq-Analyse mittels qRT-PCR
Für die Validierung der RNA-Seq-Ergebnisse wurde eine qRT-PCR an zwei verschiedenen Ge-
nen durchgeführt. Dafür wurden die Gene für die Transkriptionsfaktoren, die für WRKY75
und ERF5 kodieren, in drei verschiedenen Genotypen (Solaris (Rpv10/Rpv3.3), Sibera (Rpv10/
Rpv3.3), Müller-Thurgau (Rpv-/Rpv-)) direkt vor der Inokulation sowie 6 hpi danach untersucht
(Tab.: 3.15). Aus den RNA-Seq-Analysen geht hervor, dass das für WRKY75 kodierende Gen
in den beiden resistenten Genotypen stark induziert wird (Tab.: 3.10).
Der TF ERF5 ist bereits aus voran gegangenen Studien (an ’Regent’ (Rpv3.1-Träger)) bekannt
und wird mit einer Abwehr gegen P. viticola in Verbindung gebracht (Moser, 2015). Dieser zeigt
in den RNA-Seq-Analysen eine Hochregulation in allen drei Genotypen, wobei der FC in der
Homozygoten (2011-003-013 (Rpv10/Rpv10)) am höchsten und beim anfälligen Kontrollgeno-
typen (2008-059-020 (Rpv-/Rpv-)) am niedrigsten ist.
In den qRT-PCR-Analysen wurden zwei Referenzgene (SAND, UBC ) genutzt sowie drei Ge-
notypen, die von der RNA-Seq-Analyse abweichen, da die Genotypen aus der RNA-Seq-Studie
nicht verfügbar waren. Durch die Beurteilung von Standardfehler und der -abweichung zeigte
sich, eine bessere Verrechnung mit dem Referenzgen SAND. Die Analysen zeigen, dass die beiden
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TF nach einer Inokulation mit dem Pathogen induziert sind (Tab.: 3.15). Demnach ist der höchs-
te FC in der resistenten Sorte ’Solaris’ gefunden worden. Die anfällige Sorte ’Müller-Thurgau’
zeigt für die beiden getesteten TF immer die niedrigsten FC-Werte.





















































































































































































































































































Für die mikroskopischen Infektionsstudien wurden verschiedene Resistenzloki tragende Geno-
typen untersucht. Hierfür wurde ein Set aus sechs Resistenzträgern und einem anfälligen Geno-
typen zusammengestellt. Die anfällige Vergleichssorte ist ’Gutedel’. Unter den resistenten Geno-
typen beﬁnden sich jeweils zwei mit dem gleichen Rpv-Lokus. Zu den untersuchten Sorten, die
zu diesem Zeitpunkt wissentlich nur Rpv10 tragen, zählen ’Rondo’ und ’Golubok’. Die Sorten
’Solaris’ und ’Sibera’ tragen Rpv10/Rpv3.3. ’Merzling’ (als ein Elternteil von ’Solaris’) und ’Sa-
phira’ tragen Rpv3.3.
Zu jedem Genotypen wurden drei biologische und zwei technische Wiederholungen bewertet.
Für alle Wiederholungen wurde jeweils eine Negativkontrolle mitgeführt. Diese Blattscheiben
wurden mit steril ﬁltriertem Wasser inkubiert und zu jedem Zeitpunkt mit gefärbt und bewer-
tet.
Die Proben aus den ausgewählten Zeitpunkten (6 hpi, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi, 4dpi, 7 dpi) wurden
durch Anilin-Blau und NBT gefärbt und anschließend mikroskopisch bewertet. Die Negativkon-
trollen waren in allen Fällen negativ.
3.5.1 Anilin-Blau-Färbung
Nach 6 hpi sind die Zoosporen in allen Genotypen zu den Stomata geschwommen, haben ihre
Geißeln abgeworfen und haben begonnen, eine Penetrationshyphe auszubilden. Diese ist zu die-
sem Zeitpunkt bereits durch die Stomata eingedrungen. Stereomikroskopisch zeigen sich keine
sichtbaren Unterschiede zwischen den Genotypen. Auch nach 24 hpi zeigen sich makroskopisch
keine Veränderungen bzw. Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen. In der mikrosko-
pischen Analyse kann man gut das Wachstum der Penetrationhyphe in die darunter liegenden
Intrazellularräume erkennnen. Dabei werden in regelmäßigen Abständen bereits Haustorien in
die umliegenden Zellen eingestülpt. Teilweise kann man eine beginnende Verzweigung dieser Pri-
märhyphe erkennen. 48 hpi kommt es makroskopisch zu ersten sichtbaren Unterschieden. In den
Genotypen mit Rpv10/Rpv3.3 zeigen sich erste Reaktionen infolge des Pathogenbefalls. Dabei
sieht man kleine braune Stellen innerhalb der inokulierten Bereiche. Die anderen Genotypen
zeigen diese sichtbaren Veränderungen auf die Reaktion zu diesem Zeitpunkt nicht. Betrach-
tet man diesen Zeitpunkt mikroskopisch, werden deutliche Unterschiede in der Ausbreitung des
Myzels sichtbar. Nach zwei Tagen hat sich das Pathogen im anfälligen Genotypen bereits stark
verbreitet. Es hat sich mehrfach verzweigt und bildet zahlreiche Haustorien zur Nahrungsauf-
nahme. Einen geringen Unterschied sieht man zu den Rpv3.3 tragenden Genotypen ’Merzling’
und ’Saphira’. Das Myzel ist nicht so starkt verzweigt und das Wachstum nicht so schnell. Den-
noch zeigt sich ein fast gleiches Bild. In den Rpv10 tragenden Sorten ’Rondo’ und ’Golubok’
ist der Unterschied zum anfälligen ’Gutedel’ eindeutig. Die Penetrationshyphe ist in der Länge
gewachsen zeigt jedoch kaum bis keine Verzweigungen des pathogenen Myzels. Haustorien wer-
den in regelmäßigen Abständen gebildet. In den Rpv10/Rpv3.3 tragenden Genotypen ’Solaris’
und ’Sibera’ zeigt sich eine noch stärkere Abgrenzung. Das Myzel der Penetrationshyphe wirkt
dünn bis fädig und eine Verzweigung ﬁndet kaum statt. Teilweise scheint das Wachstum der
Penetrationshyphe stagniert. Haustorien werden vereinzelt gebildet. Nach 72 hpi zeigen stereo-
mikroskopisch alle Resistenzloki tragenden Genotypen eine Veränderung an der Infektionsstelle.
Diese ist bei den Rpv3.3 tragenden Sorten am schwächsten durch kleine braune Flecken geprägt
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und in den Rpv10/Rpv3.3 tragenden am stärksten. In ’Gutedel’ ﬁndet keine makroskopische
Veränderung statt. Mikroskopisch breitet sich das Myzel im anfälligen Genotypen weiter inner-
halb der Interkostalfelder aus. Es verzweigt sich weiter und bildet Haustorien. Das Myzel in den
Rpv3.3 tragenden Genotypen wächst vergleichsweise langsamer. Trotzdem verzweigt es sich und
bildet Haustoren. Im Gegensatz zu ’Gutedel’ wirkt das Myzelwachstum nicht zu stark innerhalb
eines Interkostalfeldes. Die Rpv10 tragenden Genotypen zeigen ein ähnliches Wachstum wie die
Rpv3.3 tragenden. Nur scheint hier die Verzweigungsrate noch etwas schwächer. In der Mehrheit
der Fälle zeigt sich eine lange Penetrationshyphe deren Verzweigungsversuche unterbrochen wer-
den. Haustorien werden regelmäßig gebildet. Davon weiter abzugrenzen sind die Rpv10/Rpv3.3
tragenden Sorten. Das Myzelwachstum ist bei diesen Genotypen stark limitiert. Die Hyphen
wirken dünn, wobei kaum Haustorien gebildet werden. Die Verzweigung der Hyphen nimmt
nocheinmal, im Vergleich zu den Rpv10-Trägern, ab.
Nach vier Tagen Infektionszeit treten vereinzelt Sporangiophoren in der anfälligen Sorte auf. In
den resistenten Genotypen wird die Braunfärbung im Bereich der Infektion immer stärker und
die braunen Flecken werden größer. Mikroskopisch nimmt das Myzel im anﬂälligen ’Gutedel’
den Platz des gesamten Interkostalfeldes ein. Es ist stark verzweigt und bildet vermehrt Hausto-
rien. Eine Abstufung dazu zeigen die Rpv3.3 tragenden Sorten. Diese zeigen verzweigtes Myzel
welches zum Ausbreiten im Interkostalfeld noch genügend Platz besitzt. Dabei sind ca. drei-
viertel des Interkostalfeldes ausgefüllt. Es werden regelmäßig Haustorien gebildet. In den Rpv10
tragenden Genotypen zeigen sich einige Verzweigungen deren Wachstum langsam fortschreitet.
Von einem Interkostalfeld ist jedoch nicht einmal die Hälfte durch Myzel ausgefüllt. Bei dem
Rpv10/Rpv3.3 tragenden Genotypen ’Solaris’ ist das Wachstum weiterhin stark eingeschränkt.
Es scheint als würde nur die anfängliche Penetrationshyphe durch das Mesophyll wachsen. Ver-
zweigungen treten kaum bis gar nicht auf. Dabei ist die Anzahl der Haustorien gering. Die Sorte
’Sibera’ unterscheidet sich zu diesem Zeitpunkt von ’Solaris’. Das Mycel ist weiterhin dünn und
wenig verzweigt, jedoch ist eine größere Fläche durch das Wachstum eingenommen. Am siebten
Tag nach Inokulation zeigt sich auf dem anfälligen Genotypen ein dichter Sporangienrasen. In
den beiden Rpv3.3 tragenden Genotypen treten Sporangien aus einigen Stomata aus. Die ande-
ren Genotypen zeigen kein Sporangienwachstum, jedoch eine Verstärkung der Braunfärbung als
lokale Reaktion auf die Infektion. Mikroskopisch zeigt sich bei ’Gutedel’ keine sichtbare Zunah-
me des Myzels. Dabei sind die Interkostalfelder vollkommen mit Myzel ausgefüllt. In den beiden
Rpv3.3 tragenden Sorten scheint das Myzelwachstum auch stagniert zu sein. Nach wie vor be-
ﬁndet sich innerhalb des Interkostalfeldes noch Platz für das Wachstum des pathogenen Myzels.
Ein ähnliches Bild zeigt sich auch in den anderen beiden „Resistenzklassen“. Das Wachstum
scheint auch hier nicht vorangeschritten (Siehe Abb.: 3.16, Abb.: 3.14, Abb.: 3.15).
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Abbildung 3.14: Vergleich der mikroskopisch verfolgten Infektionsversuche der Rpv10-Träger mit
dem anfälligen Kontrollgenotypen.
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Abbildung 3.15: Vergleich der mikroskopisch verfolgten Infektionsversuche der Rpv10/Rpv3.3-
Träger mit dem anfälligen Kontrollgenotypen.
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Abbildung 3.16: Vergleich der mikroskopisch verfolgten Infektionsversuche der Rpv3.3-Träger
mit dem anfälligen Kontrollgenotypen.
In der Veröﬀentlichung von Yu et al. (2012) erfolgt eine klare Einteilung der Resistenz mit
einer Abstufung von immun zu anfällig (Abb.: 3.17 und Abb.: 3.18). Anhand dieser Klassiﬁzie-
rung können die Resultate aus den mikroskopischen Aufnahmen der verschiedenen Genotypen
ebenfalls eingeteilt werden.
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Abbildung 3.17: Vergleichsrefernz immun bis resistent (Yu et al., 2012).
Abbildung 3.18: Vergleichsrefernz resistent bis leicht resistent (Yu et al., 2012).
Anhand dieses Bewertungsschemas könnte man die beiden Rpv3.3 tragenden Genotypen ’Merz-
ling’ und ’Saphira’ in die Klasse D (parziell resistent) und die anderen beiden Resistenzträger
in Klasse C (resistent) einordnen.
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3.5.2 Nachweis von Superoxiden - NBT-Färbung
Für die Analyse der Superoxide wurden drei verschiedene Zeitpunkte nach experimenteller In-
okulation (24 hpi, 48 hpi, 72 hpi) untersucht. Zudem wurden die sieben Genotypen aus der
Anilin-Blau-Mikroskopie-Studie gefärbt (’Gutedel’, ’Merzling’, ’Saphira’, ’Rondo’, ’Golubok’,
’Sibera’, ’Solaris’).
Über alle drei Zeitpunkte wurden im anfälligen ’Gutedel’ keine Superoxide gebildet. In den
resistenten Genotypen werden nach 24 hpi die ersten Superoxide gebildet. Dabei unterscheidet
sich die Menge des Auftretens zwischen den drei Gruppen. Die wenigsten braunen Verfärbungen
zeigen sich bei den Rpv3.3-Trägern, die meisten und ﬂächenmäßig größeren Bereiche bilden die
Rpv10/Rpv3.3-Träger. Die Anzahl der braunen Areale sowie die Größe der Fläche nimmt bis
zum Zeitpunkt 72 hpi zu, wobei in den Gruppe der Rpv10/Rpv3.3-Träger sichtlich die meisten
Verfärbungen eintreten (Abb.: 3.19).
3.5.3 Nachweis von Stilbenen in der Mikroskopie
Bei den Mikroskopie-Studien zeigte sich durch die Anilin-Blau-Färbung nach 24 hpi ein blau-
er Schein unterhalb der Stomata (Abb.: 3.20). Diese Erscheinung konnte in allen resistenten
Genotypen beobachtet werden. Der anfällige Vergleichsgenotyp zeigte diese Erscheinung nicht.
Auﬀällige war, das alle Stomata die diesen Eﬀekt zeigten, keine Penetration durch das Pathogen
erlitten.
3.5.4 Berechnung der Myzelfläche im Vergleich zwei und sieben
Tage nach Inokulation
Für die Berechnung der Fläche an inﬁltrierenden Myzel zwischen den verschiedenen Genotypen
wurde der Mittelwert über alle Wiederholungen (insgesamt sechs) gebildet und in Tabelle 3.16
dargestellt. Durch die Berechnung der Myzelﬂäche kann der Klassiﬁzierung von Yu et al. (2012)
ein weiterer Bewertungsfaktor zugeteilt werden.








’Gutedel’ 627448,3 8906,1 15425,8 653628,5 27150,9 54301,8
’Merzling’ 187969,9 26700,7 46246,9 219421,5 17442,5 30211,2
’Saphira’ 183791,2 5091,2 8818,3 190497,3 5113,3 8856,5
’Rondo’ 37255,8 1780,7 3084,3 74287,3 852,3 1704,6
’Golubok’ 49881,7 1061,1 1837,8 75103,7 9634,5 215434
’Sibera’ 63578,0 9008,4 15603,1 128092,2 6696,5 14973,7
’Solaris’ 66301,1 2185,5 3785,4 123132,9 5164,2 8944,6
Es zeigt sich, dass mit Abstand die größte Fläche im anfälligen Genotypen beobachtet wird. Aus
den resistenten Genotypen gehen drei Gruppierungen hervor. Dabei sind die Rpv3.3-Träger am
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Abbildung 3.19: Nachweis der Superoxide zu verschiedenen Zeitpunkten nach Testinokulation. In
den verschiedenen Genotypen ist eine unterschiedliche Intensität an gebildeten
Superoxiden durch die NBT-Färbung nachzuweisen. Die Pfeile markieren dabei
die braunen Bereiche (oxidative Reaktionen), die durch die Färbung sichtbar
werden.
84 3 Ergebnisse
Abbildung 3.20: Mikroskopischer Nachweis von Stilbenen nach 24 hpi an resistenten Genotypen.
Im mikroskopischen Bild (Anilin-Blau-Färbung) zeigt sich unterhalb einiger Sto-
mata ein blauer Schein (Pfeil). Dieser ist ein Nachweis für die Bildung des trans-
Resveratrols nach der Penetration des Pathogens in den resistenten Genotypen.
nächsten an der anfälligen Vergleichssorte. Danach folgt die Gruppe der Rpv10/Rpv3.3-Träger
(Tab.: 3.21). Im Vergleich der Fläche an gebildeten Myzel von zwei Tagen auf sieben Tage, kann
man eine Erhöhung feststellen. Der Unterschied verringert sich nach drei Tagen und zeigt nach
vier Tagen nur noch einen marginalen Unterschied im Vergleich zu den sieben Tagen. Nach 6
hpi und 24 hpi treten innerhalb der verschiedenen Genotypen keine Unterschiede bezüglich der
Fläche des inﬁltrierten Myzels auf.
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Abbildung 3.21: Vergleich des Zuwachses an Myzel von zwei zu sieben Tagen nach experimen-
teller Inokulation mit P. viticola.
3.5.5 Analyse von Winterknospen
Bei der Untersuchung der Knospen konnten in jedem mikroskopierten Genotypen entweder Oos-
poren oder Oogonien gefunden werden. Dabei wurde in den ersten beiden Versuchsmonaten (Ja-
nuar, Februar) keine Fortpﬂanzungsorgane gefunden. Dafür zeigte sich innerhalb dieser Testpe-
riode vegetatives Myzel an den Knospenschuppen. Erst im dritten Versuchsmonat März konnten
diese pathogenen Elemente beobachtet werden. Es wurden dabei weibliche wie auch männliche
Fortpﬂanzungsorgane mikroskopisch nachgewiesen. In Abbildung 3.22 ist ein kleine Auswahl
an mikroskopischen Aufnahmen gezeigt. Dabei kommen die sexuellen Fortpﬂanzungsorgane so-
wohl in anfälligen (’Gutedel’, ’Müller-Thurgau’, ’Pinot blanc’) als auch in resistenten (’Solaris’,
’Rondo’) Genotypen vor.
Abbildung 3.22: Oogonien an der Innenseite der Knospenschuppen. (A) und (B) zeigen jeweils
die Knospenschuppen von ’Müller-Thurgau’, mit einem Oogonium mit oogona-
lem Stiel an einer Hyphe. (C) In der letzten Abbildung entwickeln sich ebenfalls
sexuelle Fortpﬂanzungsorgane von P. viticola innerhalb der Knospenschuppen
in der Sorte ’Solaris’ als resistenten Genotypen (Rpv10/Rpv3.3).
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In einem zusätzlichen Versuch wurde beobachtet, ab wann unter optimalen Bedingungen Oospo-
ren gebildet werden. Hierbei zeigte sich die Bildung von Oosporen nach 7 dpi unter kontrollierten
Bedingungen (Abb.: 3.23).
Abbildung 3.23: Oogonien auf der Blattoberseite nach 7 dpi. (A) und (B) zeigen einen mikro-
skopischen Überblick. (C) und (D) zeigen eine Nahaufnahme der Oogonien.
3.5.6 Histologische Studien mit P. viticola
Für die Aufklärung, wie P. viticola in die Knospen gelangt sein kann, wurde eine histologi-
sche Studie durchgeführt. Hierzu wurden verschiedene Genotypen ausgewählt (anfällige: ’Müller-
Thurgau’, ’Riesling’, ’Pinot noir’, ’Pinot blanc’, resistente: ’Solaris’). Zunächst wurden ’Müller-
Thurgau’ und ’Riesling’ im Gewächshaus inokuliert und die Blätter nach 6 dpi mikroskopiert.
Es zeigte sich an verschiedenen Stellen, dass P. viticola in der Lage ist, die Blattadern zu über-
winden. Diese gelten nach aktueller Literatur als Barriere für das Pathogen, so dass es zu einer
„natürlichen“ Eindämmung der Infektion kommt. Im weiteren Verlauf des Jahres wurde das
Probenset erweitert. Dabei wurden insgesamt vier anfällige und eine resistente Sorte zu ver-
schiedenen Zeitpunkten im Jahr analysiert.
Für die Analysen wurden nicht nur die Blätter betrachtet. Weitere Pﬂanzenorgane waren jun-
ge Beeren (BBCH 71, Lorenz et al. (1994)), reife Beeren mit deutlichen Befallserscheinungen
(BBCH 81, Lorenz et al. (1994)), Samen, Blattstiele und Triebspitzen. Diese Pﬂanzenorgane
wurden im Feldtest betrachtet.
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Abbildung 3.24: Überblick über P. viticola inﬁzierte Blätter, Blattstiele und Triebspitzen. Der
inﬁzierte Genotyp ist ’Pinot blanc’. Links sind stereomikroskopische Aufnahmen
dargestellt (1). Die danach folgenden Abbildungen sind mikroskopische Aufnah-
men (2-4). Diese sind mit KOH behandelt und anschließend mit Anilin-Blau
gefärbt. (A1-4) mit P. viticola befallenes Blatt mit typischen pathogenspeziﬁ-
schen Elementen. (B1-4) zeigt, wie sich das Pathogen in den Blattstielen aus-
breitet und wächst. (C1-4) Der untere Teil der Triebspitze wurde analysiert.
Auch hier sieht man, wie das Pathogen durch das Gewebe wächst (Fröbel and
Zyprian, 2019). sp Sporangiophoren, m Myzelium, lv Blattadern, f fächerartige
Hyphen, h Haustoren, sv Spiralgefäße, ss Sporangien, st Stomata, os Öl-Flecken.
Es zeigten sich zu jedem der Zeitpunkte (von April bis August 2018) pathogenspeziﬁsche Ele-
mente in den Organen. Die Abbildung 3.24 zeigt am Beispiel von ’Pinot blanc’ den Befall der
Blätter unter Ausbildung von fächerartigen Hyphen, um die Blattadern zu überwinden (A).
Desweiteren sieht man ein gerichtetes Wachstum in den Blattstielen und Triebspitzen (B,C).
In allen diesen Organen werden Haustorien zur Nahrungsversorung des Pathogens ausgebildet.
Es konnte zudem gezeigt werden, dass die fächerartigen Hyphen in der Lage sind, Haustorien
auszubilden (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Bildung von Haustorien an „fächerartigen“ Hyphen. Die Proben stammen zum
einen von einer Triebspitze (A) und zum anderen von einer Beere (B) von
’Müller-Thurgau’ (Fröbel and Zyprian, 2019). f fächerartige Hyphen, h Hausto-
rien.
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In den Beeren und Samen kann man ebenfalls pathogenspeziﬁsche Strukturen im Gewebe nach-
weisen. In der Abbildung 3.26 sind die jungen frisch inﬁzierten Beeren (BBCH 71 (Lorenz et al.,
1994)) und deren Samen dargestellt. Äußerlich sind die Beeren komplett mit einem Sporangien-
Rasen überzogen. Im Inneren kann man pathogenspeziﬁsches Myzel erkennen. Dieses bildet in
den Beeren und den Samen gleichsam Haustorien aus.
Abbildung 3.26: Übersicht von jungen inﬁzierten Beeren und deren Samen an ’Pinot blanc’. (A)
Junge inﬁzierte Beere (BBCH 71 (Lorenz et al., 1994)). (A1) Steriomikrosko-
pische Aufnahme mit deutlich sichtbaren Infektionsanzeichen durch Sporangio-
phoren um die gesamte Beere. (A2-4) Mikroskopische Aufnahmen der Beeren-
haut. (B) Lederbeeren im BBCH 81 (Lorenz et al., 1994). (B2-4) Entnommene
Samen aus der gefallenen Beere (Fröbel and Zyprian, 2019). m Myzelium, f
fächerartige Hyphe, sp Sporangiophore, h Haustorien.
Die Abbildung 3.27 zeigt eine Übersicht von Beeren im Entwicklungsstadium BBCH 81 (Lorenz
et al., 1994) und die daraus entnommenen Samen von ’Pinot blanc’. Man sieht äußerlich an den
typischen Lederbeeren keine Sporangiophoren mehr. Beim Aufschneiden kann man jedoch an
den Samen Sporangiophoren erkennen. Die Ausprägung der fächerartigen Hyphen kann unter-
schiedlich sein. Das heißt, es kommen Proben vor, bei denen ein Myzelwachstum mikroskopisch
nachweisbar ist. In anderen Proben werden wenige fächerartige Hyphen ausgebildet. Und im
Extremfall werden scheinbar nur fächerartige Hyphen ausgebildet (Abb.: 3.28). Dies ist nicht
vom Genotypen und auch nicht vom Probennahmezeitpunkt im Jahr abhängig.
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Abbildung 3.27: Übersicht von spät inﬁzierten Beeren und deren Samen an ’Pinot blanc’. (A)
Lederbeere und deren mitinﬁzierter Samen. (A2-3) Befallender Samen mit star-
ken Sporangiophorenrasen. (B) Querschnitt des befallenen Samens. (C) Innen-
ansicht der Lederbeerenhaut. (D) Mikroskopische Aufnahmen der Innenhaut
der Lederbeere (Fröbel and Zyprian, 2019). m Myzelium, f fächerartige Hyphe,
sp Sporangiophore, h Haustorien, ss Sporangien.
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Abbildung 3.28: Untersuchung der Kolonisierung von Blattstielen in ’Pinot noir’. (A) keine Infek-
tion, (B) Infektion ohne die Ausbildung von fächerartigen Hyphen, (C) Infekti-
on unter Ausbildung von fächerartigen Hyphen, (D) Infektion unter Ausbildung
von fast ausschließlich fächerartige Hyphen (Fröbel and Zyprian, 2019). m My-
zelium, f fächerartige Hyphe, sv Spiralgefäße, h Haustorien.
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3.6 Stilben-Analyse
Die Methode der Stilben-Analyse wurde zunächst validiert. Hierfür wurden verschiedene Tests
durchgeführt. Zu Beginn wurde getestet, welches Probenmaterial am besten für die Stilbenbe-
stimmung geeignet ist. Dafür wurden Topfpﬂanzen, Blätter und Blattscheiben unter gleichen
Bedingungen inokuliert und inkubiert. Es wurde weiterhin getestet, welche Art der Inokulati-
on mit P. viticola am besten geeignet ist. Unterschieden wurde hierbei zwischen Tropf- und
Spray-Inokulation. Nach den Validationstestläufen zeigte sich, dass die Tropf-Inokulation auf
Blattscheiben die stabilsten und sichersten Ergebnisse liefert. Deshalb wurden für die Proben-
läufe Blattscheiben mittels Tropf-Inokulation in Klimaschränken inkubiert.
Für die Positivkontrolle wurden Tests über die unterschiedliche Länge der UV-C-Bestrahlungs-
zeit und verschiedene Inkubationsbedingungen durchgeführt. Es zeigte sich, dass die Bestrah-
lungsdauer (UV-C-Strahlung λ = 254 nm) von 20 Minuten einen stabilen Nachweis der Signale
liefert und eine Inkubation bei 24◦C in Dunkelheit das Signal der sechs Testsubstanzen weiter-
hin erhöht. Da die Positivkontrolle ein sicheres Positivergebnis liefern soll, wurden deshalb diese
Bedingungen angewandt.
Die Zeitpunkte zur Bestimmung der Stilbenkonzentration stammen aus der Publikation von Pe-
zet et al. (2004). Der dort letzt beschriebende Zeitpunkt von 96 hpi wurde nicht berücksichtigt,
da es hier bereits wieder zum Abfall der Stilbenkonzentration kommt.
3.6.1 Stilben-Analysen an verschiedenen Rpv-Trägern
Als Positivkontrolle wurden Proben jedes Genotypen mit UV-C (λ = 254 nm) bestrahlt und
nach 72 Stunden der Gehalt an Stilbenen gemessen. Für die Negativkontrollen wurden Pro-
ben jedes Genotypen mit sterilem Wasser kultiviert und zu jedem Zeitpunkt (ausgenommen 0
hpi) mit bestimmt. Diese Genotypen ﬁnden sich analog in den mikroskopischen Infektionsstu-
dien wieder. Die Ergebnisse wurden durch zwei technische Wiederholungen bestätigt und mit





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































In den Wasserkontrollen können zu allen Zeitpunkten (24 hpi, 48 hpi, 72 hpi) die Substanzen
trans-Astringin und trans-Piceid nachgewiesen werden. Dabei wurden in ’Gutedel’, ’Golubok’
und ’Solaris’ beide Substanzen nachgewiesen. In ’Merzling’, ’Saphira’ und ’Sibera’ kann nur Pi-
ceid dedektiert werden.
Betrachtet man die für P. viticola toxischen Substanzen, ﬁndet man in den resistenten Geno-
typen einen deutlichen Anstieg im Gegensatz zum anfälligen Referenzgenotypen. In den resis-
tenten Gentypen nimmt die Konzentration an trans-δ-Viniferin stetig zu. Jeweils nach 72 hpi
kann die höchste Konzentration detektiert werden. In ’Solaris’ konnte mit Abstand die höchste
Konzentration nachgewiesen werden. Im anfälligen ’Gutedel’ bleibt die Konzentration nahezu
gleich (Abb.: 3.29 oberster Plot).
Insgesamt höhere Konzentrationen konnten bei trans-ǫ-Viniferin nachgewiesen werden. Auch
hier zeigt sich eine stetige Zunahme der Konzentration mit jedem Zeitpunkt. In ’Solaris’ konn-
ten die höchsten Konzentrationen detektiert werden. In ’Gutedel’ wurden nur geringe Mengen
der Substanz produziert (Abb.: 3.29 mittlerer Plot).
Die Konzentration an trans-Resveratrol nimmt in den resistenten Genotypen ebenfalls stetig zu.
Jedoch ist der Anstieg der Konzentration in den Rpv10-Trägern am zweiten Tage am höchs-
ten und nimmt dann wieder ab. Auch bei dieser Substanz konnte die höchste Konzentration in
’Solaris’ nachgewiesen werden. Der anfällige Genotyp zeigt über alle drei Zeitpunkte nach der
Inokulation eine annähernd gleiche Konzentration (Abb.: 3.29 unterer Plot).
Vor der Inokulation konnte keine der Substanzen in den verschiedenen Genotypen, anfällig wie
auch resistent, nachgewiesen werden (Tab.: 3.18).
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Abbildung 3.29: Darstellung der für P. viticola toxischen Substanzen im zeitlichen Verlauf in-
nerhalb der verschiedenen Genotyen.
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3.7 Transformation in anfällige in vitro Reben
Für die Transformation der Kandidatengene wurden die Konstrukte mittels Agrobakterien-T-
DNA-Übertragung in embryogenes Material der anfälligen Sorten ’Chardonnay’ und ’Riesling’
eingebracht. Dabei zeigte sich, dass ’Chardonnay’ durch schnellere Regeneration besser für die-
se Transformationsstudien geeignet ist. ’Riesling’ dagegen bildet kaum regenerierendes sekun-
därembryonales Gewebe aus.
Existierten nach der Selektion regenerierte Reben, wurde pro Pﬂanze ein Blatt entfernt und aus
diesem DNA extrahiert. Über PCR wurde mit einem genspeziﬁschen und einem vektorspeziﬁ-
schen Primer die Korrektheit des Inserts (Kandidatengen) überprüft. Das Ampliﬁkat wurde im
Anschluss sequenziert, um das Ergebnis abzusichern.
Das regenerative Material unter Behandlung mit Agrobakterien-Stämmen mit beiden Konstruk-
ten führte zur Sekundärembryogenese (Abb. 3.30 A und B), wobei die Transformation mit dem
Kandidatengen Rpv10#2 besser und schneller verlief. So konnten bereits zu Beginn des Jahres
2019 zwei regenerierte ’Chardonnay’ Transformanten mit diesem Kandidatengen sicher identi-
ﬁziert werden (Abb. 3.30 C und Abb. 3.31). Transformierte Pﬂanzen mit dem Konstrukt des
Kandidatengens Rpv10#1, starben nach der Sekundäremryogenese ab, so dass keine transgenen
Pﬂanzen herangezogen werden konnten. Zum Ende der Testperiode stand nicht genug Material
der transformierten Pﬂanzen (Konstrukt Rpv10#2 ) für eine funktionelle Untersuchung zur Ver-
fügung. Die Pﬂanzen waren noch zu klein, da die Regenerationszeit bei Reben im Vergleich zu
vielen anderen pﬂanzlichen Organismen länger ist.
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Abbildung 3.30: Regeneration der transformierten Reben mit den unterschiedlichen Kandida-
tengenen. (A1) Transformierte anfällige ’Chardonnay’-Kalli gehen in die Sekun-
därembryogenese über. (A2) Die Pﬂanzenteile, die weiter regenerieren (sichtbar
als kleiner „Keimling“), werden selektioniert. In (A) handelt es sich um trans-
formierten ’Chardonnay’ mit dem Kandidatengen Rpv10#2. (B) zeigt die Se-
kundärembryogenese des transformierten ’Chardonnay’ mit dem Kandidatengen
Rpv10#1. (C) regenerierte ’Chardonnay’-Transformante mit dem Kandidaten-
gen Rpv10#2.
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Abbildung 3.31: Die Ampliﬁkate des Kandidatengens Rpv10#2 aus einer Transformanten ent-
sprechen dabei den erwarten Größen.

4 Diskussion
Für die Aufklärung des Resistenzmechanismus des Rpv10-Lokus wurden verschiedene Metho-
diken eingesetzt. Dabei kamen zum Einen bioinformatische und zum Anderen molekulare wie
auch zytologische Analysen zum Einsatz.
Bei der Mehrzahl der bioinformatischen Tools handelt es sich um in silico Vorhersagen. Daher
sind die Aussagen über die Promotorregion und darin sich beﬁndende cis-Elemente sowie die Do-
mänenstruktur der Kandiatengene Vorhersagen aus gut untersuchten Modellorganismen. Wobei
Sequenzähnlichkeiten und -motive genutzt werden um diese auf den vorliegenden Organismus
zu übertragen und daraus eine Angabe zur Lage bestimmter Regionen abzuleiten. Diese kann
auf den Organismus angepasst sein, kann aber teilweise an verschiedenen Stellen abweichen.
Die Aussagen einer in silico Berechnung liefern aus diesem Grund nicht in jedem Fall das reale
Bild verschiedener sequenzieller Informationen. Die gewonnenen Anhaltspunkte sind jedoch von
großer Wichtigkeit für alle nachstehenden molekularen Analysen. Sodass die Ergebnisse der Vor-
hersagen über die verschiedenen Regionen (Domänenstruktur, Promotorregion mit cis-Elemten)
zu den beiden Kandidatengenen nicht in allen Aussagen genau diesem Bild entspricht. So sind
die Ergebnisse dieser Tools stark von den gewählten Einstellungen des Nutzers abhängig.
Die Ergebnisse zu den Kandidatengenen aus den RNA-Seq-Analysen im Vergleich mit dem „Lar-
ge gap read mapping“ kann leicht veränderte Aussagen liefern, da bei der RNA-Seq-Analyse das
Vitis-Referenzgenom verwendet wird. Für die Berechnung des „Large gap read mapping“ wur-
den die beiden sequenzierten Rpv10-Regionen verwendet. Durch eine andere Sequenzinformation
(vorhandene SNPs, Indels) innerhalb der BAC-Klon Sequenz, kann so ein abweichendes Ergeb-
nis in der Vorhersage von z.B. Genregionen oder Transkripten vorliegen.
Auch in den praktisch durchgeführten Analysen existieren variable Parameter zum Erhalt der
Ergebnisse. Bei allen Analysen mit Versuchspﬂanzen sollte der Zustand der Pﬂanze beachtet
werden. Beﬁndet sich die Versuchspﬂanze in einer Stresssituation, etwa durch Hitze, Trocken-
heit oder Befall durch Fraßschädlinge, kann es zu anderen Reaktionen der Pﬂanze kommen. Auch
die Jahreszeit spielt bei den Versuchspﬂanzen sowie beim Pathogen eine große Rolle. Später im
Jahr durchgeführte Versuche können dabei z.B. einen längeren Wachstumszyklus auf dem Wirt
bedeuten oder andere Reaktionen auslösen.
4.1 Elektronentransport und Metabolite - Erste Instanz
der Pathogenabwehr
Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass der Prozess zur Abwehr von Pathogenen in mehre-
ren Phasen abläuft (Somssich and Hahlbrock, 1998; Morkunas and Ratajczak, 2014; Nishimura
and Dangl, 2010; Jones and Dangl, 2006). Welche Einwirkungen durch Pathogene auf die Wirts-
pﬂanze welche Prozesse auslösen und welche Prozesse zusammenhängen und sich gegenseitig
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auslösen, ist noch nicht vollkommen geklärt. Es existieren viele Annahmen darüber, wie der ge-
samte Abwehrprozess ablaufen kann (Katagiri and Tsuda, 2010). Einzelne Studien helfen dabei,
die verschiedenen Schritte genauer zu verstehen.
4.1.1 RNA-Seq-Analyse
Durch die mikroskopischen Studien konnte gezeigt werden, dass in den frühen Phasen (6 hpi)
bei der Besiedelung verschiedener Vitis-Sorten (anfällige und resistente mit verschiedenen Loki)
noch kein direkter Kontakt zwischen dem Pathogen und den pﬂanzlichen Zellen besteht. Erst
später konnte die Ausbildung von Haustorien beobachtet werden. Trotzdem konnte durch die
RNA-Seq-Studien gezeigt werden, dass bereits nach 6 hpi Unterschiede in der Regulation ver-
schiedener Gene in unterschiedlichen Genotypen bestehen. Eine große Rolle scheinen dabei die
„biologischen Prozesse“ zu spielen, da hier zu diesem Zeitpunkt der Abwehr die meisten Gene
induziert werden. Die Anzahl an induzierten Genen der beiden resistenten Genotypen sind dabei
mit Abstand höher als im Vergleich zum anfälligen Referenzgenotypen. Den drei verschiedenen
Unterklassen („Signaling“, „Defense response“, „Receptor“) innerhalb der „biologischen Prozes-
se“ können viele interessante Informationen zu den aktivierten Prozessen entnommen werden,
die später durch weitere Versuche bestätigt werden konnten.
Zudem konnten innerhalb der Studien viele hochregulierte Gene gefunden werden, welche für
Transkriptionsfaktoren (z.B. WRKY) kodieren, obwohl es zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur
Zellschädigung durch das Pathogen gekommen ist. Andere Studien bestätigen die gehäufte In-
duktion von Transkriptionsfaktoren, wobei die RNA-Seq-Analysen hier sehr viel später (frühe-
stens nach 2 dpi) durchgeführt wurden (Siciliano et al., 2007; Mosquera et al., 2009; Maleck
et al., 2000; Kawahara et al., 2012; Boddu et al., 2006). Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits
während des frühen Abwehrprozesses eine Aktivierung von bestimmten Transkriptionsfaktoren
stattﬁndet, die später zu einer Expression von z.B. R-Genen führt (Singh et al., 2002; Rushton
et al., 2010; Pandey and Somssich, 2009). Da es zu einer Aktivierung, die nicht durch Zellschä-
digung herbei geführt wurde kommt, kann es sein, dass diese TF durch Signale wie etwa einer
Verschiebung des Elektrolythaushaltes oder Detektion molekularer Stoﬀe induziert werden. Eine
große Rolle spielen hierbei Calciumionen. Es liegen große Unterschiede der Calciumionenkon-
zentration innerhalb und außerhalb der Pﬂanzenzellen vor. Erhöht sich die Konzentration an
Calciumionen im Cytosol infolge einer Pathogenpenetration, wirkt sich dieser Eﬀekt toxisch auf
das angreifende Pathogen aus (Gabriel and Rolfe, 1990; Poschenrieder et al., 2013; Blumwald
et al., 1998; Lecourieux et al., 2006).
Weiterhin wurde eine Aktivierung von Genen innerhalb der für den Pathogen-Abwehr-Prozess
wichtigen Cluster (PAL, STS) beobachtet. Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden,
dass die Induktion von Primärmetaboliten innerhalb der ersten sechs Stunden nach der Inoku-
lation mit dem Pathogen stattﬁndet (Nicholson and Hammerschmidt, 1992). Dadurch kann hier
ebenfalls eine frühe Erkennung des Pathogens beschrieben werden.
4.1.2 Regulation ausgewählter Transkriptionsfaktoren - qRT-PCR
In den RNA-Seq-Analysen konnte die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren beobach-
tet werden. Davon wurden die zwei Gene WRKY75 und ERF5 in einer Gen-Expressionsanalyse
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überprüft. In der RNA-Seq-Studie zeigten sich diese beiden Gene nach 6 hpi bereits hochre-
guliert. Dieses Ergebnis konnte durch die Expressionsanalysen bestätigt werden und bestärkt
damit die frühe Reaktion auf das eindringende Pathogen.
4.1.3 Nachweis der Induktion von STS-Genen
Im Rahmen der RNA-Seq-Analyse konnten zwei für den Abwehrprozess wichtige Cluster auf
Chromosom 16 analysiert werden. Dabei zeigte sich ein Expressionsanstieg bereits nach 6 hpi in
den Genen des PAL-Cluster (Primärmetabolite). Durch die Aktivierung der PAL-Gene konnte
bereits eine starke Hochregulation von Genen des STS-Cluster (Sekundärmetabolite) beobachtet
werden. Hierbei sind innerhalb der resistenten Genotypen weitaus mehr STS-Gene involviert,
als im Fall des anfälligen Kontrollgenotypen. Verglichen mit den Stilben-Analysen mittels HPLC
spiegeln sich diese Ergebnisse wieder. Einige Studien beschreiben den Zusammenhang der Akti-
vierung von Sekundärmetaboliten und der späteren Induktion von R-Genen (Rojas et al., 2014).
Dieser Zusammenhang wurde durch die RNA-Seq-Studie bestätigt.
4.1.4 Stilben-Analyse mittels HPLC
Seit einiger Zeit sind die Stilbene als Sekundärmetaboliten und ihre Rolle innerhalb der Patho-
genabwehr in einigen Pﬂanzen bekannt (Chong et al., 2009; Jeandet et al., 2010; Langcake and
Pryce, 1977; Dixon, 2001). Die wichtigsten Vertreter sind dabei die pathogen-toxischen Sub-
stanzen trans-Resveratrol, trans-ǫ-Viniferin, trans-δ-Viniferin und Pterostilben. In der Stilben-
Analyse wurden vor allem die ersten drei Vertreter betrachtet. Dabei zeigten sich klare Er-
gebnisse. Die anfällige Referenzsorte ’Gutedel’ weist zu den analysierten Zeitpunkten keine (0
hpi) bis verschwindend geringe Konzentrationen während der Infektion mit dem Pathogen auf.
Die resistenten Sorten zeigen einen deutlichen Anstieg dieser pathogen-toxisch wirkenden Sub-
stanzen. Von trans-ǫ-Viniferin reichen geringste Konzentrationen aus, um das Pathogen an der
Besiedelung der Pﬂanze zu hindern (Pezet et al., 2003, 2004). Die höchsten Konzentrationen
wurden nach 72 hpi detektiert. Dabei werden von trans-Resveratrol von allen Substanzen die
höchsten Konzentrationen nachgewiesen. Nur geringe Menge trans-Resveratrol reichen, um das
Wachstum des Myzels zu stoppen (Langcake and Pryce, 1976; Hoos and Blaich, 1990). Anhand
der Analysen kann jedoch keine Einteilung in die unterschiedlichen Rpv-Träger erfolgen. Einen
großen Einﬂuss hat die Sporenkonzentration bei der Inokulation. Trotz des Auszählens der Spo-
ren vor Ansetzen des Assays sind gewisse Schwankungen nicht ausgeschlossen. Eine mit mehr
Sporen gestartete Inokulation führt demzufolge auch zu einer höheren Zellschädigung wenn die
Haustorien in die Zellen eingestülpt werden. Dadurch werden höhere Konzentrationen des Stoﬀe
ins pﬂanzliche Gewebe lokal abgegeben und damit auch höhere Konzentrationen gemessen (Pe-
zet et al., 2004; Langcake and McCarthy, 1979; Langcake and Pryce, 1976). Zudem handelt es
sich um lokale Reaktionen, bei der die zu messenden Stoﬀe nur in unmittelbarer Umgebung des
befallenen/beschädigten Gewebes detektiert werden können (Dercks et al., 1995; Bellow et al.,
2012). Konzentrationsschwankungen können daher auch durch die Probennahme hervorgerufen
werden.
Die Aktivierung von Stilbenen kann zum ersten Abwehrstadium gezählt werden, besitzt jedoch
eine weitreichendere und stärkere Wirkung als zum Beispiel die Superoxide. Die Produkte der
PAL, Phenylalanine, zählen zu den Primärmetaboliten der Pﬂanzen die im weiteren Verlauf der
Signaltransduktion z. B. die Aktivierung der STS-Gene bewirken (Jeandet et al., 2010; Durner
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and Klessig, 1999). Aus den Arbeiten von Nicholson and Hammerschmidt (1992) geht hervor,
dass PAL eine sehr schnelle Interaktion mit pathogenen Elementen eingeht. Dabei konnte inner-
halb der RNA-Seq-Studie ein Anstieg der Transkription von PAL nach 6 hpi beobachtet werden.
Diese Aussagen decken sich mit den Ergebnissen aus den RNA-Seq-Analysen. Hier zeigte sich
nach dieser Zeit bereits eine Induktion einiger dieser Gene und eine beginnende Hochregulation
der STS-Gene. Die Detektion bestimmter Stilbene mittels HPLC kann jedoch auf Grund einer
bestimmten Nachweisgrenze erst nach 24 hpi erfolgen.
4.1.5 Mikroskopie
Wie mikroskopisch analysiert ﬁndet innerhalb der ersten 6 hpi das Andocken der Zoosporen an
den Stomata und das Penetrieren der Primärhyphe statt. Erst nach 24 hpi konnten Haustorien
nachgewiesen werden. Der Erstkontakt mit dem Pathogen ﬁndet daher über PAMPs statt. Erst
nach 24 Stunden kann man davon ausgehen, dass durch die Bildung von Haustorien, eine Re-
zeption über DAMPs stattﬁnden kann. Dabei kann es zu einer Verstärkung der Abwehrreaktion
kommen, da durch eine Zellschädigung zusätzlich pathogenabwehrende Stoﬀe induziert werden
(Tanaka et al., 2014). Beide Prozesse treten bei Pathogenbefall zusammen auf. Bei einem Befall
mit P. viticola sind diese beiden Vorgänge jedoch leicht zeitlich voneinander getrennt. Durch die
später eingeleitete DAMP werden die Superoxide gebildet, die im weiteren Verlauf den gleichen
Signalweg der Abwehrreaktion einschlagen wie durch die Erkennung der MAMPs (Lotze et al.,
2007). Durch die MAMPs werden im weiteren Verlauf der Abwehrreaktion R-Gene aktiviert. Zu
welchem Zeitpunkt es zur Aktivierung dieser Gene kommt ist jedoch unklar. Man kann jedoch
einen zeitlichen Rahmen angeben, in dem die Wirkung der MAMPs und DAMPs beginnt gegen
das Pathogen zu arbeiten. Da bei den mikroskopischen Analysen eine Veränderung des Mycel-
wachstums nach 48 hpi festzustellen war, kann man davon ausgehen, dass die Abwehrantwort
um diesen Zeitpunkt herum beginnt. Am fünften Tag sind auf den anfälligen Genotypen erste
Sporangiophoren zu sehen die bei den Rpv3.3 tragenden Genotypen am siebten Tag aus den Sto-
mata austreten. Das Myzelwachstum verändert sich nach vier Tagen kaum. Demzufolge kann
ein Maximum der pﬂanzlichen Immunantwort der Rpv10-Träger nach dem vierten Tag vermutet
werden.
Bei der Auswertung der NBT-Färbeergebnisse zeigt sich in den Resistenzträgern ein stetiger
Anstieg der nachgewiesenen Superoxide im inokulierten Bereich. Die Superoxide, die Teil einer
sich aufbauenden HR sind, werden als erste Abwehrreaktion auf die Veränderung durch Pa-
thogenbefall gebildet. Die Produktion erfolgt durch Elektronentransport in Chloroplasten und
Mitochondrien sowie speziﬁscher Enzyme in anderen Zellkompartimenten (Baker and Orlandi,
1995; Mehdy, 1994). Vergleicht man die mikroskopischen Aufnahmen mit den makroskopischen,
erkennt man den schrittweisen Aufbau der HR. Nach 24 hpi ist die Bildung von Sauerstoﬀradika-
len mikroskopisch nachweisbar. Makroskopisch werden die zellulären Prozesse jedoch erst nach
48 - 72 hpi sichtbar. Hier kann man den frühesten Nachweis innerhalb der Rpv10-Träger nach 48
hpi sehen. Da diese Prozesse eine der ersten Reaktionen auf den Pathogenbefall darstellen, kann
man ein mehrstuﬁges Abwehrsystem beschreiben, in welchem die Aktivierung von R-Genen im
nachfolgenden Signalweg steht (McDowell and Dangl, 2000).
Der blaue Schein der in den resistenten Genotypen nach 24 hpi beobachtet werden konnte,
zeigt die Anwesenheit von trans-Resveratrol (Dai et al., 1995). Dadurch lässt sich auch erklä-
ren, warum diese Erscheinung nur in den resistenten Genotypen beobachtet werden konnte.
In der anfälligen Vergleichssorte wird nur, wenn überhaupt, wenig trans-Resveratrol gebildet.
An Stomata wo es zur sichtbaren Bildung der Resveratrols kommt, konnten keine Hyphen des
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Pathogens beobachtet werden. Wahrscheinlich kommt es hier direkt zu einer Eindämmung des
Wachstums. Mit dieser Annahme lassen sich auch die Schwankungen innerhalb einer Stilben-
Analyse erklären. Wird bei der Probennahme ein Bereich isoliert in dem sich weniger dieser stark
Resveratrol-produzierenden Bereiche beﬁnden, wird eine geringere Konzentration detektiert und
umgekehrt.
4.2 Die Kandidatengene des Rpv10-Lokus - Zweite
Instanz der Pathogenabwehr
Nachdem 2012 der Rpv10-Lokus am Geilweilerhof in der Kreutzungspopulation Gf.Ga-52-42 x
’Solaris’ beschrieben worden war, konnte in den darauﬀolgenden Jahren die Sequenzierung der
beiden Haplophasen aus ’Solaris’ erfolgen. Durch das Wissen über die Sequenz-Unterschiede
zwischen den Haplophasen konnten verschiedene bioinformatische Analysen wertvolle Hinweise
zum Abwehrmechanismus liefern.
Die Gene des Resistenzlokus wurden mit Genhomologen verglichen, auf SNPs untersucht, Pro-
motoranalysen durchgeführt und verschiedene Sequenzmotive ermittelt. Die beiden ausgewähl-
ten Kandidatengene Rpv10#1 und Rpv10#2 können bekannten und wichtigen Vertretern der
pﬂanzlichen Abwehr zugeordnet werden.
4.2.1 Das Kandidatengen Rpv10#1
Das Kandidatengen Rpv10#1 besitzt eine hohe Sequenzhomologie zu RPS5. Dabei handelt es
sich um resistenzvermittelnde Gene der NLR-Familie. Die kodierten Proteine sind endomem-
bran lokalisiert und werden durch die Anwesenheit von pathogeneigenen Elicitoren (Avr-Genen)
aktiviert (Qi et al., 2012; Elmore et al., 2011). Sie bilden eine große Gruppe von R-Genen mit Un-
terschieden innerhalb der Domänen-Struktur der Proteine. Die NB-ARC-Domäne nimmt dabei
den größten Teil der Domänen-Untereinheiten ein (Jupe et al., 2012; van der Biezen and Jones,
1998). Bei der in silico Vorhersage der Domänen-Struktur innerhalb der beiden Haplophasen
des Gens Rpv10#1 ist die NB-ARC-Domäne (828 nt) wesentlich länger als die LRR-Domäne
(183 nt).
R-Gene werden durch Elicitoren des Pathogens aktiviert (Ramirez-Prado et al., 2018). Dabei
spielt die LRR-Domäne eine entscheidende Rolle. Sie dient als Detektor der pathogeneigenen
Eﬀektoren (Van Der Biezen and Jones, 1998). Nach der Erkennung des Pathogeneﬀektors erfolgt
die Signalweiterleitung zur NB-ARC-Domäne. Während dieses Prozesses kommt es zur Konfor-
mationsänderung des Proteins und damit zur Signalweiterleitung innerhalb der Abwehrkaskade
(Takken and Goverse, 2012; Collier and Moﬀett, 2009; Takken et al., 2006). Aus diesem Grund
führen Mutationen innerhalb dieser Domänen zum Verlust der Funktion durch das speziﬁsche
R-Gen (Tameling et al., 2006; Tornero et al., 2002; Tao et al., 2000; Dinesh-Kumar et al., 2000).
In den bioinformatischen Analysen der beiden Haplophasen wurden sowohl in der NB-ARC- als
auch in der LRR-Domäne eine Vielzahl von SNPs gefunden. Von den 24 SNPs in der NB-ARC-
Domäne kommt es bei 17 Mutationen zu einem Austausch der Aminosäure zwischen den beiden
Haplotypen. Davon ändert sich bei acht der Aminosäuren die chemische Eigenschaft der einge-
bauten Aminosäuren nach einem Austausch in der Nukleotidbase. Allein diese acht SNPs inner-
halb der NB-ARC-Domäne würden ausreichen um die Funktionalität des Gens einzuschränken,
106 4 Diskussion
zu verändern oder sogar zu entwerten. Dabei kann zum Einen die Rezeption des Pathogens
fehlschlagen oder die Interaktionsschnittstellen mit der LRR-Domäne verlieren ihre Funktion.
In der LRR-Domäne beﬁnden sich sieben SNPs von denen drei mit einer Änderung der chemi-
schen Eigenschaft der Aminosäure einhergehen. Auch durch diese Mutationen in dem Bereich
der Domäne kann in der anfälligen Variante eine Rezeption des Pathogens verändert oder ver-
hindert werden. Dabei kann die nachfolgende Signalweiterleitung gestört sein oder abbrechen,
da keine Interaktion mit der NB-ARC-Domäne mehr stattﬁndet.
Es konnten verschiedene Kinase-Motive in Rpv10#1 gefunden werden. Hier wurde keine Mutati-
on innerhalb des Motivs zwischen den beiden Haplotypen festgestellt. Das Motiv Kinase-1a und
Kinase-2 wurde in beiden Haplotypen gefunden. Kinase-3a wurde nur im anfälligem Genotypen
nachgewiesen. Kinase-1 dient der Bindung von Phosphat des Liganden, das Kinase-2 Motiv be-
sitzt am Motivende die hoch konservierte Aminosäure Asparaginsäure, die für die Koordination
des Metallions Magnesium am ATP verantwortlich ist. Das Kinase-3a Motiv dient der Bindung
der Purinbase oder der Pentose (Traut, 1994). Allgemein ist bekannt, das Kinasen eine zentrale
Stellung innerhalb der Signaltransduktion während der Pathogenerkennung einnehmen (Romeis,
2001). Diese Kinase Motive können neben der NB-ARC-Domäne ebenfalls in der LRR-Domäne
vorkommen und dort der Pathogenerkennung dienen. Dabei dienen diese Motive innerhalb ei-
nes R-Gens als eine Art unspeziﬁscher Rezeptor (Gómez-Gómez and Boller, 2000; Afzal et al.,
2008; DeYoung and Innes, 2006). In den Analysen konnten vier (resistenter Haplotyp) und fünf
(anfälliger Haplotyp) Kinase Motive innerhalb der NB-ARC-Domäne gefunden werden. In der
LRR-Domäne wurde keines von diesen Kinase Motiven gefunden. Da es noch eine Vielzahl un-
terschiedlicher Kinase Motive für die Erkennung von Pathogen gibt, heißt das nicht, dass sich
innerhalb der LRR-Domäne keine Kinase Motive beﬁnden.
Eine weiter untersuchte Gruppe von Sequenzmotiven bilden die NMPs. Sie zeigen verschiedene
Sequenzmotive für Adenylat- und Guanylat-Kinasen. Sie dienen dem Gleichgewicht der kataly-
tischen Reaktion zwischen ADP und ATP. Vor allem scheinen sie bei der Signalweiterleitung
über Monophosphate eine zentrale Rolle einzunehmen, denn Monophosphate gelten als wichtige
Signalmoleküle bei biotischem Stress (Meier et al., 2010). Hier konnten in der NB-ARC-Domäne
sechs Motive innerhalb des resistenten und sieben innerhalb des anfälligen Haplotypen gefun-
den werden. Ein Sequenzmotiv beﬁndet sich dabei in der LRR-Domäne. Nur in einem Motiv
kommt es zu einem SNP. Dieses beﬁndet sich nach der LRR-Domäne. Da es innerhalb dieser
Sequenzmotive keine bis marginal kleine Unterschiede gibt, kann man davon ausgehen, dass der
Unterschied von anfällig und resistent nicht durch diese Motive hervorgerufen wird.
Ein anderes Bild zeigt sich in der Analyse der LRR-Motive. In verschiedenen Studien wurde
diskutiert, ob sich in der LRR-Domäne von R-Genen Motive beﬁnden um pathogeneigene Eli-
citoren zu erkennen (Bent, 1996; Baker et al., 1997). In den Arbeiten von Warren et al. (1998)
wurde gezeigt, dass es innerhalb der R-Gene verschiedene Motive gibt, die eine rezeptorähnli-
che Funktion ausüben. Mit verschiedenen LRR-Such-Motiven wurde der anfällige und resistente
Haplotyp untersucht. Dabei konnten im gesamten R-Gen 20 Motive in den beiden Varianten ge-
funden werden. Innerhalb dieser Motive ergeben sich zwischen den beiden Haplotypen 17 SNPs.
Einige der Motive zeigen dabei zwei bis drei Austausche. Vier der gefundenen Motive ﬁnden
sich innerhalb der LRR-Domäne. Von diesen besitzen zwei einen SNP. Nach der LRR-Domäne
beﬁnden sich weitere zehn Motive außerhalb einer in silico vorhergesagten Domänenstruktur.
Unter diesen beﬁnden sich zwei Sequenzmotive mit jeweils einem Austausch, zwei Weitere mit
zwei Austauschen und wieder zwei Weitere mit drei Austauschen. Aufgrund dieser hohen Dichte
an Sequenzunterschieden innerhalb der Motive, könnte man von einer möglichen Veränderung
der Pathogenrezeption ausgehen.
Bei den Promotor-Analysen des Kandidatengens Rpv10#1 zeigte sich, dass der vorhergesag-
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te Bereich wesentlich kürzer ist als in Rpv10#2. Innerhalb dieses Bereiches konnten 16 SNPs
zwischen den beiden Haplotypen gefunden werden. Von großer Bedeutung könnte dabei eine
Deletion von 6 bp im anfälligen Haplotypen innerhalb der TATA-Box sein, da der deletier-
te Bereich einer Bindestelle der RNA-Polymerase gleicht (Tracy and Stern, 1995). Bei Fehlen
dieses Sequenzmotivs kann die RNA-Polymerase nicht mehr binden. Infolge dessen kann keine
Transkription des nachfolgenden Gens gestartet werden. Auch andere kleinere Austausche in
cis-regulatorischen Elementen können zu einer veränderten Genexpression führen (Savinkova
et al., 2013; Wunsch et al., 2005; Cao-Lei et al., 2011). Hier bei kann zum Beispiel eine Funkti-
onsveränderung, -einschränkung oder ein -verlust eintreten.
Nicht nur die Unterschiede in der Promotorregion zwischen den beiden Haplotypen können ei-
ne funktionelle Veränderung bewirken, die Austausche innerhalb des Gens des Rpv10#1 allein
können ebenfalls zu einer veränderten Transkription führen.
Aus der molekularen Charakterisierung des Kandidatengens geht hervor, dass in Rpv10#1s die
komplette LRR-Domäne entfällt. Damit ist deren rezeptorähnliche Funktion von pathogeneige-
nen Elicitoren zu detektieren nicht gegeben. Diese Tatsache kann Grund für den Unterschied
zwischen dem anfälligen und dem resistenten Haplotypen sein. Bisher existieren verschiede-
ne Meinungen zum Vorhandensein und der Relevanz der einzelnen Domänen innerhalb des
R-Gens. Die Mehrheit der Studien sprechen von einem Funktionsverlust des R-Gens bei Feh-
len der LRR-Domäne (Jones, 2001; Meyers et al., 2003; Eitas and Dangl, 2010; Caplan et al.,
2008). Alternativmeinungen sehen Parallelen zu R-Genen in Tieren, bei denen die Präsenz der
NB-ARC-Domäne für die Resistenzvermittlung und Funktionalität des Gens ausreichend ist
(van der Biezen and Jones, 1998). Konkrete Studien existieren dazu jedoch noch nicht.
Wenn man annimmt, dass die Zusammenarbeit der beiden Domänen innerhalb der Pathoge-
nerkennung eine wichtige Voraussetzung für die Funktionalität des Gens ist, ist das Ergebnis
der molekularen Untersuchungen der Gensequenz ein wichtiger Hinweis auf den Unterschied
zwischen anfällig und resistent (Raﬁqi et al., 2009).
4.2.2 Das Kandidatengen Rpv10#2
Das Kandidatengen Rpv10#2 gleicht dem Genhomolog AP2/ERF aus A. thaliana. Es handelt
sich dabei um einen Transkriptionsfaktor, der sowohl eine Rolle bei abiotischen (Salz, Kälte,
Trockenheit) als auch bei biotischen Stress spielt (Xu et al., 2011; Singh et al., 2002; Agarwal
et al., 2006). Die Transkriptionsfaktoren die durch biotischen Stress aktiviert werden, besitzen
eine AP2-Domäne und binden, bei Aktivierung durch Proteinkinasen, in Promotorregionen von
Resistenzgenen und wirken im Nukleus (Licausi et al., 2013; Xu et al., 2011).
Durch die Suche von NLS kann eine in silico Vorhersage dieser Motive erfolgen. Für das Kandi-
datengen Rpv10#2 konnte in der anfälligen wie auch in der resistenten Haplophase ein Kernim-
portsignal gefunden werden. Dadurch kann man annehmen, dass das Protein mit großer Wahr-
scheinlichkeit ebenfalls in den Nukleus transportiert wird um seine Wirkung zu entfalten.
Durch den Vergleich der beiden Haplophasen und die Translation dieser Sequenzen, konnte ei-
ne silent-Mutation in der AP2-Domäne festgestellt werden. In verschiedenen Studien wird der
Einﬂuss dieser Mutationen analysiert. Durch diese kann die Funktion des Genes geändert wer-
den (Komar, 2007; Shastry, 2009). Kommt es wie im Fall des Rpv10#2 zu einer Mutation in
der AP2-Domäne, kann die DNA-binde-Aktivität des Gens verloren gehen (Okamuro et al.,
1997). Geht diese verloren, kann eine Bindung an die Promotorregion der Zielgene nicht korrekt
erfolgen. Ein verändertes Bindeverhalten des Transkriptionsfaktors in der Promotorregion von
Resistenzgenen kann dazu führen, dass dessen Wirkung verändert wird oder ausbleibt. Ist dies
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im Kandidatengen Rpv10#2 der Fall, ist das ein wichtiges Indiz für den Unterschied zwischen
einem anfälligen Genotypen und den resistenten Rpv10-Trägern.
Bei den Promotor-Analysen konnten für Rpv10#2 40 SNPs und fünf Indels identiﬁziert werden.
Es gibt wenige Studien die sich mit dem Eﬀekt von SNPs und Indels innerhalb der Promotor-
region von Genen beschäftigen. Häuﬁg ist nur die Sprache von einer veränderten Genexpression
(Savinkova et al., 2013; Wunsch et al., 2005; Cao-Lei et al., 2011). Im Fall von Rpv10#2 sind vor
allem die Bereiche in denen sich cis-regulatorische Elemente beﬁnden und es zu einem Austausch
kommt, interessant. Diese stellen Bindemotive für eine große Anzahl an Molekülen dar. Können
diese auf Grund eines veränderten Bindemotives nicht mehr binden, kann es zu verschiedenen
Eﬀekten führen (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2005; Benfey and Chua, 1990). Zum Bei-
spiel könnte das nachfolgende Gen nicht oder nur unvollständig transkribiert werden. Damit ist
die Genfunktion entweder nicht gegeben oder verändert. Vor allem das sieben Basenpaar große
Indel in der TATA-Box des Kandidatengens kann einen Eﬀekt auf die Wirksamkeit des Genes in
anfälligen und resistenten Rpv10 tragenden Genotypen haben. Wird der TF nicht aktiv, kann
eine nachfolgende Abwehr nicht mehr stattﬁnden.
4.2.3 Die Kandidatengene in der RNA-Seq-Analyse
In der frühen Infektion (6 hpi) zeigen sich innerhalb der Kandidatengene keine aussagekräfti-
gen Veränderungen zwischen den verschiedenen Genotypen. Bei Rpv10#2 ist die Expression in
allen drei Genotypen näherungsweise gleich und bei Rpv10#1 ﬁndet im anfälligen Genotypen
eine geringe Hochregulation des Gens statt. Wahrscheinlich ist, dass zu diesem Zeitpunkt eine
Abwehr durch TF und R-Gene noch nicht eingeleitet wird und deshalb eine Induktion dieser
Gene erst zu einem späteren Zeitpunkt stattﬁndet (Stotz et al., 2014). Das R-Gen nimmt eine
Schlüsselrolle in der pﬂanzlichen Pathogenabwehr ein. Ob ein R-Gen involviert ist, zeigt sich ma-
kroskopisch durch eine HR (van der Biezen and Jones, 1998; Morel and Dangl, 1997; Coll et al.,
2011). Wenn man davon ausgeht, dass R-Gene erst dann am Abwehrmechanismus beteiligt sind,
wenn eine HR sichtbar ist, kann man nach den mikroskopischen Analysen eine Beteiligung dieser
nach den ersten 48 hpi annehmen (Vleeshouwers et al., 2000). Es zeigt sich, je nach Genotyp
und vorhandenem Resistenzlokus erst ab diesem Zeitpunkt eine beginnende Zelltod-Reaktion.
Wann eine Beteiligung der R-Gene einsetzt, ist stark vom Pathogen abhängig. Dabei wird eine
wichtige Rolle spielen, wann es zur Schädigung der Zellwand des Wirtes kommt. Man kann an-
nehmen, dass Pathogene unter Bildung von Appressorien schneller die Induktion von R-Genen
einleiten können. Pathogene wie P. viticola die zunächst zu den Stomata schwimmen und diese
penetrieren, werden die Gene erst nach Ausbildung von Haustorien aktivieren können.
Auﬀällig in diesen Studien ist die starke Hochregulation des Aquaporin Proteins. Jedoch ist hier
die Relevanz für eine Abwehrreaktion fragwürdig, da es sich um ein Wasserkanalprotein handelt
(Kaldenhoﬀ and Fischer, 2006; Chrispeels and Agre, 1994). Eine extreme Hochregulation wie
in diesem Fall könnte durch die Testbedingungen einer Spay-Inokulation hervorgerufen worden
sein (Maurel et al., 2009).
Nach der Auswertung aller Ergebnisse, scheint Rpv10#1 das vielversprechendste Kandidatengen
zu sein. So kann die Anfälligkeit von Rpv10#1s mit einer fehlenden LRR-Domäne gut begrün-
det werden. Weiterhin wird aus den mikroskopischen Studien klar, dass bei resistenten Rpv10
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tragenden Sorten eine deutliche HR einsetzt, die nach den Studien von Shirasu and Schulze-
Lefert (2000) und Hwang and Williamson (2003) auf eine Beteiligung von R-Genen der Familie
NBS-LRR schließen.
4.3 Pathogenkolonisierung und Überwinterung
Neben dem Verständnis des Resistenzmechanismus Rpv10 tragender Genotypen, war das Kolo-
nisierungsverhalten von P. viticola innerhalb verschiedener Vitis-Sorten von Interesse. Aus einer
Vielzahl von Studien ist bekannt, das die Ausbreitung des Pathogens durch Blattadern einge-
dämmt wird und diese somit eine natürliche Barriere darstellen (Rumbolz et al., 2002; Burruano,
2000; Unger et al., 2007). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch die Ausbildung beson-
derer Stukturen (Fächer-Hyphen) die Überwindung der Blattadern erfolgen kann und dadurch
eine Kolonisierung aller Pﬂanzenorgane möglich ist. In verschiedenen Versuchen zeigte sich, dass
P. viticola zwischen den Zellen des Leitgewebes im Blattstängel und dem Pﬂanzensproß entlang
wächst. Bekannt ist dieses Phänomen auch von anderen Pathogenen wie B. cinerea, oder als
ein Vertreter der Oomyceten, Peronospora rubi (Williamson et al., 1995; McNicol et al., 1985;
Bristow et al., 1986; Williamson et al., 2007). Durch diese Fähigkeit ist P. viticola in der Lage
durch vegetatives Myzel in die neu gebildeten Knospen einzuwandern oder bei der Bildung dieser
mit eingeschlossen zu werden.
Es wird in verschiedenen Studien diskutiert ob P. viticola, wie auch andere Reb-Pathogene, in
Knospen überwintern kann (Rügner et al., 2002; Gadoury et al., 2012; Rumbolz and Gubler,
2005; Jacometti et al., 2010). Bislang vermutete man, das die im Herbst gebildeten Oosporen
in der Erde oder in im Drahtrahmen hängengebliebenen Beeren überwintern (Cantoral et al.,
2011). An im Frühjahr (März) untersuchten Knospen konnten geschlechtliche Fortpﬂanzungsor-
gane (weiblich wie männlich) des Pathogens an der Innenseite der Knospenschuppen beobachtet
werden. Da sich diese pathogenen Strukturen erst zum dritten Versuchsmonat bildeten kann
man davon ausgehen, das diese durch die milder werdenden Temperaturen (mehr als 10◦C) aus
den in den ersten beiden Versuchsmonaten beobachten vegetativen Hyphen gebildet wurden.
Nach dem Knospenbruch könnten diese neugebildeten Oosporen mit für die Erstinfektion im
Jahr verantwortlich sein.
Um nachzuvollziehen, wie schnell die Ausbildung von Oosporen unter optimalen Bedingun-
gen abläuft, wurden dafür Versuche an inokulierten Blättern durchgeführt. Schon bei Studien
mit Phytophthora infestans ist die Bildung von sexuellen Fortpﬂanzungsorganen nach fünf bis
sechs Tagen beschrieben. Zwei Tage später konnte die Bildung von Oosporen beobachtet werden
(Drenth et al., 1995; Frinking et al., 1987). Bei den Studien mit P. viticola konnte eine zahlreiche
Bildung von Oosporen nach sieben Tagen gezeigt werden. Wenn man davon ausgeht, dass die
Ausbildung von sexuellen Fortpﬂanzungsorganen ein bis zwei Tage zuvor beginnt, kann es unter
optimalen Bedingungen zu einer schnellen Bildung der Dauerform kommen. Dieses Experiment
scheint zudem von der Jahreszeit abzuhängen, da die Bildung der Oosporen ausschließlich Ende
Juli Anfang August beobachtet werden konnte (Meyer, 1975; Ayers and Lumsden, 1975; Ann
and Ko, 1988; Wong et al., 2001). Wenn sich durch die Kolonisierung der Pﬂanze das Pathogen
während der Wintermonate als vegetatives Myzel in den Knospen aufhält, kann es im Frühjahr
bei wärmeren Temperaturen zu einer raschen Bildung sexueller Fortpﬂanzungsorgane und damit
zur Ausbildung von Oosporen innerhalb der Knospen kommen. Nach dem Knospenbruch, bei
ausreichender Blattnässe und milden Nachttemperaturen kann so ebenfalls eine Erstinfektion
erfolgen.

5 Schlussfolgerungen und Ausblick
Durch die verschiedenen Analysen in diesem Projekt, kann der Rpv10-Lokus besser verstan-
den werden. Durch die Auswahl diﬀerenter Genotypen mit verschiedenen Resistenzloki (Rpv3.3,
Rpv10, Rpv10/3.3) konnte eine Reaktion auf das Pathogen speziﬁziert werden. Durch diverse
Färbemethoden und Mikroskopiertechniken konnte gezeigt werden, dass Träger des Rpv10-Lokus
eine ähnlich starke HR wie Rpv3.3-Träger zeigen und diese verstärkt wird, wenn beide Resis-
tenzloki kombiniert in einem Genotypen vorkommen. Die Inﬁltration des Pathogenmyzels im
Mesophyll konnte durch die Anilin-Blau-Färbung mikroskopisch sichtbar gemacht und anschlie-
ßend an verschiedenen Tagen (2 dpi, 7 dpi) graphisch durch die Software WinRhizo quantiﬁziert
werden. Dabei bilden die Genotypen mit gleichen Resistenzloki eine Gruppe.
In einer RNA-Seq-Studie mit verschiedenen Genotypen (Rpv10 homozygot, Rpv10/Rpv3 he-
terozygot, anfällig) konnten eine Vielzahl induzierter Gene der frühen Abwehr gegen P. viticola
analysiert und in unterschiedliche GO-Terme funktionell eingeteilt werden. Dabei bilden die „bio-
logischen Prozesse“ die größte Untergruppe. In dieser wurden weitere Gruppen speziﬁziert. Wei-
terhin konnten verschiedene induzierte Transkriptionsfaktoren gefunden werden, wovon im wei-
teren Verlauf stichpunktartig zwei über qRT-PCR getestet wurden. Durch die RNA-Seq-Studie
konnten auf Chromosom 16 zwei Gen-Cluster beschrieben werden, die für den Abwehrprozess
eine entscheidende Rolle spielen. Das PAL-Cluster nimmt dabei die erste Position innerhalb der
Abwehr ein und aktiviert dabei das nachgeordnete zweite Cluster von Sekundärmetaboliten.
Dieses STS-Cluster enthält zahlreiche STS-Gene, die bei einer Induktion zum Eindämmen oder
Absterben des Pathogens führen. Dabei zeigte sich die größte Anzahl an hochregulierten Genen
im heterozygoten Genotypen und die geringste Anzahl erwartungsgemäß im anfälligen.
Durch eine Stilben-Analyse mittels HPLC konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. Es wurde
zu vier verschiedenen Zeitpunkten (vor der Inokulation, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi) der Gehalt von
sieben Substanzen gemessen. In den resistenten Genotypen zeigte sich innerhalb der drei pa-
thogentoxisch wirkenden Substanzen (trans-Resveratrol, trans-ǫ-Viniferin, trans-δ-Viniferin) ein
stetiger Anstieg der Konzentrationen. Dabei wurden die höchsten Konzentrationen bei ’Solaris’
detektiert. Diese eckt sich mit den Resultaten der RNA-Seq-Studie.
Für die spätere Abwehr konnten zwei Kandidatengene aus dem Rpv10-Lokus identiﬁziert werden.
Dabei handelt es sich um Rpv10#1 und Rpv10#2. Das Homolog zu Rpv10#1 ist ein Resistenz-
gen aus A. thaliana und kann den NBS-LRR-Genen zugeordnet werden. Bei dem Homolog von
Rpv10#2 handelt es sich um den TF AP2/ERF, ebenfalls in A. thaliana charakterisiert. Beide
Kandidatengene wurden mit verschiedenen bioinformatischen Analysen näher untersucht. Die
Gene konnten im weiteren Verlauf ampliﬁziert, kloniert und in anfällige Reben transformiert
werden. Die Funktion dieser Gene konnte in transgenen Pﬂanzen auf Grund langer Regenerati-
onszeiten noch nicht analysiert werden.
Es zeigt sich aus den Studien, dass der Rpv10-Lokus einen starken Abwehreinﬂuss ausübt. Dieser
wird durch das Vorhandensein anderer Resistenzloki verstärkt. Der Mechanismus kann durch das
Zusammenspiel von verschiedenen aufeinanderfolgenden Einzelreaktionen beschrieben werden.
Wobei die ersten eintretenden Reaktionen auf den Pathogenkontakt durch Superoxide ausgelöst
werden, die sich zu einer HR aufbauen. Weiterhin werden im ersten Stadium pathogentoxische
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Substanzen ausgeschüttet, die das Wachstum des Pathogens hemmen. Es handelt sich in die-
sem Fall nicht um eine Immunität bei der das Pathogen direkt nach der Penetration abgetötet,
sondern langfristig inhibiert wird. Denn wie beobachtet werden konnte, verhalten sich die unter-
suchten Genotypen bis nach dem ersten Tag gleich. Die Zoosporen ﬁnden die Stomata, bilden
eine Penetrationshyphe und beginnen mit der Inﬁltration des Mesophylls. Nach 24 hpi verän-
dern sich jedoch diese Beobachtungen und die Genotypen zeigen ein unterschiedliches Verhalten
auf das Pathogenwachstum. Im zweiten Stadium der Pathogenabwehr zeigt eines oder mehrere
Gene aus dem Rpv10-Lokus den stärksten Einﬂuss auf den Abwehrprozess, denn wie bei den
Rpv3.3 tragenden Gentypen gezeigt werden konnte, bilden diese nach sieben Tagen ebenfalls
Sporangien. Keiner der Rpv10 tragenden Genotypen bildete während der Versuche Sporangien.
Für den weiteren Verlauf des Projektes könnten Genexpressionsstudien an den Kandidatengenen
zu verschiedenen Zeitpunkten (24 hpi, 48hpi, 72 hpi, 4dpi, 7dpi) durchgeführt werden. Dabei
könnte man den Zeitpunkt der Beteiligung der Kandidatengene beurteilen und einschätzen. An
den transgenen Pﬂanzen könnten bei ausreichendem Material Stilben- wie auch mikroskopische
Studien nach Testinokulation durchgeführt werden. Dadurch kann eine funktionelle Analyse der
zwei gewählten Kandidatengene erfolgen. Da die Regeneration der Transformanten des Kandida-
tengens Rpv10#1 unter seinem endogenen Promotor bisher nicht funktioniert hat, könnte man
versuchen das Gen unter Kontrolle eines anderen Promotors zu einer Überexpression zu bringen.
Für eine genauere Aufklärung des späteren Abwehrmechanismus wäre eine RNA-Seq-Analyse
nach 72 hpi sinnvoll. Desweiteren sollte mittels einer CR-RT-PCR eine Analyse der Gensequenz
des Rpv10#1r erfolgen, um zu klären ob die LRR-Domäne in der Gensequenz des resistenten
Haplotypen vorkommt.
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Abbildung A.1: Darstellung der Gene des anfälligen und resistenten Rpv10-Lokus. In der Abbil-
dung sind der anfällige und resistente Haplotyp des Rpv10-Lokus gegeneinan-
der verglichen. Es wurden alle auf dem Rpv10-Lokus beﬁndlichen Gene (CDS
- gelb, Promotorregion der Kandidatengene - grün, Domänen - braun) der in
silico Vorhersage auf beiden Haplotypen annotiert. Zusätzlich wurde aus der
RNA-Seq-Analyse die wahrscheinliche kodierende Sequenz annotiert (pink). Es
ist dabei der Vergleich zwischen 0 hpi und 6 hpi innerhalb eines Haplotypen
sowie zwischen beiden dargestellt.
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Abbildung A.2: Promotorregion Kanidatengen Rpv10#2s des Rpv10-Lokus.
Abbildung A.3: Promotorregion Kanidatengen Rpv10#1s des Rpv10-Lokus.
142 A Anhang
Abbildung A.4: Darstellung der Expressionsänderung der DEGs als Heatmap vom Genotyp 2011-
003-013 (Rpv10/Rpv10). Die Heatmap zeigt alle drei biologischen Replikate von
0 hpi und 6 hpi und deren Expressionsänderung. FC > 2; p-value < 0.05. Ex-
pressionswerte sind log10-transformiert und reichen von 1.8 (blue) to 3.4 (red).
Abbildung A.5: Darstellung der Expressionsänderung der DEGs als Heatmap vom Genotyp 2008-
059-121 (Rpv10/Rpv3). Die Heatmap zeigt alle drei biologischen Replikate von
0 hpi und 6 hpi und deren Expressionsänderung. FC > 2; p-value < 0.05. Ex-
pressionswerte sind log10-transformiert und reichen von 1.8 (blue) to 3.4 (red).
Abbildung A.6: Darstellung der Expressionsänderung der DEGs als Heatmap vom Genotyp 2008-
059-020 (Rpv-/Rpv-). Die Heatmap zeigt alle drei biologischen Replikate von 0
hpi und 6 hpi und deren Expressionsänderung. FC > 2; p-value < 0.05. Expres-
sionswerte sind log10-transformiert und reichen von 1.8 (blue) to 3.4 (red).
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